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CAPITOLO 1   - INTRODUZIONE 
1.1 PROGETTO PROTEOMA UMANO   (HPP) 
 
1.1.1 Quadro generale 
Il progetto proteoma umano relativo ai cromosomi (chromosome-centric Human 
Proteome Project, c-HPP) ha inizialmente indirizzato la sua attività verso la 
caratterizzazione e quantificazione delle proteine codificate a livello nucleare. Tuttavia, 
molte di queste proteine, svolgono delle funzioni fisiopatologiche molto importanti 
nei mitocondri e interagiscono con altre proteine che sono codificate dal DNA 
mitocondriale (mt-DNA). 
La correlazione funzionale e patologica delle proteine mitocondriali (mt- proteins) con 
le proteine codificate a livello nucleare (nProteins) è un fondamentale compito 
dell’Iniziativa Proteomica Mitocondriale (mt-HPP). 
Dopo l’ultimo congresso internazionale HUPO (Human Proteomic Organization) a 
Boston (Settembre 2012), è stato chiaro che, per quanto piccolo sia il cromosoma 
mitocondriale, esso gioca un ruolo importante in molte funzioni biologiche e 
fisiopatologiche. 
L’iniziativa proteomica mitocondriale (mt-HPP) ha finalmente spostato l’attenzione 
della comunità HUPO (Human Proteomic Organization) al di fuori dei cromosomi 
nucleari con l’obiettivo generale di evidenziare i processi mitocondriali che influenzano 
la salute umana. [1] 
Una visione integrata della composizione molecolare dei mitocondri umani 
rappresenta una base solida per studiare le alterazioni mitocondriali che si presentano 
in molte malattie umane. 
I mitocondri sono organuli essenziali per la vita e la morte delle cellule; sono 
responsabili della produzione di energia attraverso la fosforilazione ossidativa 
(OXPHOS). 
Trasportano materiale genetico di origine materna, chiamato genoma mitocondriale 
(mtDNA), che può essere definito come il cromosoma umano 25.  
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Una buona parte di patologie, incluse le malattie neurodegenerative, il cancro, diabete 
e molte altre ancora, sono state segnalate per essere associate con le disfunzioni 
mitocondriali. Nell’uomo, sono state riportate circa 200 differenti mutazioni a carico 
del genoma mitocondriale.  
Progressi della genetica e della biologia delle cellule hanno fornito preziose intuizioni 
riguardo la funzione dei mitocondri e il contributo dei difetti del metabolismo 
mitocondriale nelle malattie umane.  
Le mutazioni a livello del genoma mitocondriale sono una causa principale di tali 
patologie e ciò può essere dovuto a modificazioni ereditarie nella sequenza del 
genoma mitocondriale. Tuttavia, le disfunzioni correlate ai mitocondri possono essere 
associate con diverse cause genetiche primarie che colpiscono anche il genoma 
nucleare. 
Il primo a sostenere che i mitocondri avessero un ruolo rilevante nel cancro fu Otto 
Warburg, che riferì che le cellule tumorali mostravano la ‘glicolisi aerobica’. Anche se 
quest’aspetto è stato originariamente interpretato come per indicare che la funzione 
dei mitocondri era difettosa, ora capiamo che le cellule tumorali sono in uno stato 
metabolico alterato.  
La rinascita d’interesse per il metabolismo nelle cellule tumorali ha cominciato a 
focalizzare l’attenzione sul mitocondrio e vi è un numero crescente di prove che le 
mutazioni nei geni codificati dal DNA mitocondriale possono contribuire allo sviluppo 
del cancro. È possibile che tali mutazioni forniscano adattività metabolica per le cellule 
tumorali. [1] 
Un certo numero di difetti mitocondriali legati al cancro è stato identificato e descritto 
nella letteratura. Questi difetti includono espressione e attività alterate di alcuni enzimi 
sia della catena respiratoria sia glicolitici, una diminuzione di ossidazione dei substrati 
connessi al NADH, le mutazioni del mtDNA. 
Tuttavia, le mutazioni del DNA che interessano la funzione mitocondriale nel cancro 
possono verificarsi anche nei geni del DNA nucleare, come il gene fumarato idratasi 
(FH), che è associato ad una rara sindrome di cancro, la leiomiomatosi ereditaria e il 
carcinoma delle cellule renali (HLRCC). Mentre ci sono molti reports riguardo questi 
5 
 
fenomeni, i meccanismi responsabili dell’inizio ed evoluzione delle mutazioni del 
mtDNA e il loro ruolo nello sviluppo del cancro, nella resistenza ai farmaci e nella 
progressione della malattia rimangono ancora sconosciuti. In tal senso un’indagine 
proteomica approfondita sui mitocondri, in diversi modelli cellulari di cancro, sarà 
determinante per individuare nuovi target proteici e vie di segnalazione rilevanti. 
Questo approccio ci consentirà di capire come lo stress influenza l’espressione genica 
e come conduce alle risposte adattive, la comprensione delle quali può fornire nuovi 
marcatori molecolari per la terapia. 
 
 
 
1.1.2  Iniziativa Proteomica Mitocondriale (mt-HPP)  
L’iniziativa proteomica mitocondriale (mt-HPP) è stata avviata dal comitato esecutivo 
dell’Associazione Italiana Proteomica (ItPA) con l’obiettivo di integrare il Progetto 
Proteoma Umano incentrato sui cromosomi (c-HPP) con la caratterizzazione delle 
proteine codificate dal DNA mitocondriale. Inoltre lo sviluppo di tale programma 
fornisce direttamente il quadro per l’integrazione con il programma di Biologia e 
Malattie del Progetto Proteoma Umano. 
Dal momento del lancio dell’iniziativa Proteomica mitocondriale (mt-HPP), questo ha 
collezionato un’adesione spontanea di molti scienziati italiani impegnati in Italia e 
all’estero nelle indagini riguardo le correlazioni struttura-funzione delle proteine 
mitocondriali e le loro implicazioni fisiologiche e patologiche per il metabolismo 
cellulare. [1] 
L'ampia partecipazione porta a estendere il campo di interesse per tutte le proteine 
che operano nel mitocondrio, quindi anche le proteine codificate nel DNA nucleare 
coinvolte nei processi mitocondriali che hanno un impatto rilevante sulla salute 
umana. In una prospettiva futura, l’obiettivo è quello di coinvolgere un numero 
maggiore di collaboratori guardando con particolare attenzione oltre i confini 
nazionali, in conformità con la connotazione internazionale del Progetto Proteoma 
Umano (HPP). 
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1.2 MITOCONDRI 
 
1.2.1  Anatomia e struttura 
I mitocondri sono organuli di forma sferica, cilindrica o filamentosa, rivestiti da 
membrane, con una lunghezza compresa fra 0,5 e 2 micrometri, deputati a fornire alle 
cellule l’ATP necessario per numerose funzioni. [8] 
Sono considerati le “centrali energetiche” degli organismi, infatti, al loro interno 
avvengono quei processi biochimici (respirazione mitocondriale) che forniscono alle 
cellule l’energia necessaria per lo svolgimento di molte funzioni cellulari vitali, quali il 
movimento, il trasporto di sostanze ecc. Il più importante tra questi processi è la 
fosforilazione ossidativa. Essi contengono gli enzimi necessari per far avvenire le 
reazioni chimiche che recuperano l’energia contenuta negli alimenti e l’accumulano in 
speciali molecole di ATP, nelle quali si conserva concentrata e pronta all’uso. [9] 
 
 
Figura 1. Mitocondrio al microscopio 
 
I mitocondri sono molto numerosi in cellule che consumano molta energia e quindi 
richiedono grandi quantità di ATP, come il tessuto muscolare cardiaco e le cellule del 
tubulo contorto prossimale del rene, e la loro morfologia varia secondo il tipo 
cellulare. [8] 
Essi sono responsabili della produzione di energia attraverso la fosforilazione 
ossidativa (OXPHOS), sebbene essi siano implicati in molte differenti funzioni, ad 
esempio l’ossidazione del piruvato, ciclo dell’acido tricarbossilico, e il metabolismo di 
aminoacidi, acidi grassi e steroidi. Queste attività sono svolte da specializzazioni 
strutturali e funzionali mitocondriali, che permettono la separazione spaziale dei 
diversi compartimenti. [1] 
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1.2.2 Genoma mitocondriale (mtDNA) 
I mitocondri trasportano materiale genetico di natura materna, chiamato genoma 
mitocondriale (mtDNA), che può essere definito come cromosoma umano 25. [1] 
Il genoma mitocondriale codifica per il 93% delle sue sequenze: ne risulta quindi una 
struttura genica compatta, e quasi totalmente priva di introni.  
Esso contiene 37 geni, 13 dei quali codificano per polipeptidi propri del mitocondrio 
(11 subunità della catena respiratoria, e 2 subunità dell’ATP- sintetasi), 22 per i tRNA e 
2 per gli rRNA, che esprimono il genoma mitocondriale a livello dell’organismo 
umano.  Ovviamente il genoma mitocondriale, può andare incontro a mutazioni, più o 
meno estese, ma che (così come avviene nel genoma nucleare) sono il fattore 
scatenante di numerose malattie genetiche. [21]   In ogni mitocondrio si trovano da 
due a dieci copie del genoma. 
La presenza della catena di trasporto degli elettroni con la sua capacità di produrre 
radicali liberi, la mancanza di istoni e i limitati sistemi di riparazione, rendono il DNA 
mitocondriale facilmente danneggiabile e, in effetti, il suo tasso di mutazione è circa 
dieci volte maggiore di quello nucleare. Ciò fa sì che si possano avere sequenze 
mitocondriali differenti anche all’interno di uno stesso individuo.  
Mutazioni a carico del genoma mitocondriale hanno dimostrato di essere associate 
con decine di inspiegabili malattie quindi l’informazione contenuta nel genoma 
mitocondriale dovrebbe essere di grande rilevanza per la comprensione di molte 
malattie umane. [1]   Inoltre, un’indagine sistematica delle proteine codificate dal DNA 
mitocondriale (mtProteins), e le loro relazioni con i prodotti genici mendeliani nucleari, 
migliorerà significativamente la nostra comprensione di queste malattie.  
 
 
1.2.3 Membrane mitocondriali 
I mitocondri, secondo recenti studi, sono capaci di dividersi e fondersi tra loro in modo 
del tutto autonomo; a seguito di ciò la cellula può dinamicamente modificare il 
numero di mitocondri presenti nel citoplasma, ad esempio per ottimizzare le funzioni 
metaboliche e respiratorie.  
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Ogni mitocondrio possiede due membrane, una esterna e una interna, che definiscono 
due spazi, detti spazio intermembrana, che si trova tra le due membrane, e lo spazio 
della matrice, dove è presente del materiale omogeneo contenente enzimi,  
coenzimi, acqua, fosfati e altre molecole. 
La membrana esterna è di natura lipidica e presenta, in ragione della metà della 
composizione, rispettivamente lipidi e enzimi. Contiene una proteina, chiamata porina, 
che svolge un ruolo chiave nel controllo della sua permeabilità. [8]  
La membrana esterna è molto più permeabile di quella interna: contiene infatti molte 
copie di una proteina, che nel suo spessore, dà origine a grandi canali, permettendo il 
passaggio non selettivo di tutte le piccole molecole presenti nel citosol, le quali vanno 
a riempire lo spazio tra le due membrane.  
 
 
 
Figura 2. Struttura del mitocondrio 
 
 
La membrana interna, viceversa, ha una permeabilità molto selettiva: tramite proteine 
di trasporto, vi passano solo le piccole molecole che devono essere metabolizzate 
nello spazio della matrice.  
La membrana interna presenta numerosi ripiegamenti, le creste, la cui funzione è 
quella di incrementare la superficie, ed è la sede degli enzimi della catena respiratoria, 
nonché dell’ATP-sintetasi, responsabile della produzione di energia. [8] 
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Lungo le sue creste, contiene una serie di proteine enzimatiche che funzionano in 
modo sequenziale, vale a dire che il prodotto di una reazione catalizzata da una 
proteina servirà da substrato per l’enzima successivo. Queste sono le proteine della 
catena di trasporto degli elettroni, essenziali per la produzione di molecole “ad alta 
energia”.  
La presenza di numerose creste è da correlare al conseguente aumento della 
superficie interna utile per la formazione di ATP mediante la respirazione cellulare. In 
altre parole, maggiore è il numero di creste, maggiore è la superficie ed, infine, più 
grande è la capacità di operare la respirazione cellulare. 
 
La membrana interna può ospitare cinque complessi della proteina multimerica, quali: 
la NADH deidrogenasi- ubiquinone ossido-reduttasi (complesso I), la succinato 
deidrogenasi- ubiquinone ossido-reduttasi (complesso II), l’ubiquinone- citocromo c 
ossido – reduttasi (complesso III), la citocromo c ossidasi (complesso IV), l’ATP sintasi 
mitocondriale (complesso V) e due piccoli trasportatori di elettroni (ubiquinone e 
citocromo c) che complessivamente costituiscono la catena respiratoria. [1] 
 
 
Figura 3. Complessi della catena respiratoria 
 
Il ruolo della catena respiratoria è quello di produrre energia metabolica sotto forma 
di ATP, utilizzando substrati riducenti, NADH e FADH2, prodotti nelle vie del 
metabolismo intermedio. 
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1.2.4 Matrice mitocondriale 
La parola matrice deriva dal fatto che questo materiale è viscoso, simile ad un gel, 
rispetto al citoplasma che è relativamente acquoso. Nel mitocondrio, la matrice 
contiene enzimi solubili che catalizzano l’ossidazione di piccole molecole organiche, 
piruvato e altre. 
La matrice mitocondriale contiene anche DNA e ribosomi dei mitocondri. In essa sono 
presenti gli enzimi per il ciclo degli acidi tricarbossilici (ciclo di Krebs), tra cui la citrato 
sintasi, enzima che catalizza la reazione iniziale del ciclo. [20] 
La presenza delle strutture necessarie all'espressione proteica (ribosomi, DNA e vari 
enzimi) è indice del fatto che nel mitocondrio la produzione di proteine, o almeno di 
alcune proteine, è indipendente dal sistema di espressione tipico del nucleo. 
Nello specifico, il DNA mitocondriale codifica per alcune proteine integrate nella 
membrana mitocondriale e serve per la biosintesi di due tipi di RNA ribosomiale e 
ulteriori 22 tRNA. [21] 
La presenza di un sistema autonomo di espressione proteica avvalora la tesi secondo 
la quale i mitocondri derivano da un microrganismo, integratosi ancestralmente nelle 
prime linee cellulari eucariotiche. 
 
 
 
 
1.3 FUNZIONI DEI MITOCONDRI 
 
1.3.1 Descrizione 
Il compito dei mitocondri è di completare la demolizione delle molecole ingerite come 
fonte di energia. Infatti, nel citosol gli zuccheri vengono demoliti con reazioni che non 
utilizzano ossigeno, per cui la digestione è parziale e la resa in energia bassa. 
Nei mitocondri il metabolismo degli zuccheri (ma anche quello dei lipidi) si completa 
con la loro ossidazione (ciclo di Krebs). 
I prodotti di questa reazione sono utilizzati dalla catena di trasporto degli elettroni per 
produrre molecole ad alta energia (ATP). [9]   In questo modo, l'energia immagazzinata 
nelle molecole di ATP è molto più alta: infatti da ogni molecola di glucosio vengono 
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prodotte 36 molecole di ATP, mentre la glicolisi a livello del citosol ne produce 
soltanto 2. 
Gli altri processi in cui i mitocondri intervengono sono: 
 l'apoptosi   
 regolazione del ciclo cellulare 
 regolazione dello stato redox della cellula 
 sintesi dell'eme 
 sintesi del colesterolo 
 produzione di calore 
 La β-ossidazione degli acidi grassi 
La produzione di energia è la funzione principale dei mitocondri che è svolta 
utilizzando i principali prodotti della glicolisi: il piruvato e l’NADH. Essi vengono 
sfruttati in due processi: il ciclo di Krebs e la fosforilazione ossidativa. 
 
 
1.3.2 Ciclo di Krebs e respirazione cellulare 
La respirazione permette di ossidare il piruvato proveniente dai processi di glicolisi, 
sfruttando così al massimo il contenuto energetico iniziale del glucosio, esoso intorno 
al quale ruota il metabolismo centrale della maggior parte degli esseri viventi.  [11] 
Negli eucarioti, gli enzimi che intervengono in queste reazioni si trovano 
nei mitocondri, dove avviene il ciclo di Krebs, o ciclo dei TCA (acidi tricarbossilici) o 
ciclo dell'acido citrico, che  è costituito da otto passaggi. 
Prima di inserirsi in questa via, il piruvato deve essere trasportato attraverso la doppia 
membrana del mitocondrio, sin nella parte più interna, chiamata matrice 
mitocondriale. 
Il piruvato è poi trasformato in acetil coenzima A (AcetilCoA) dall’enzima piruvato 
deidrogenasi, liberando CO2 e NADH. 
Questo passaggio è necessario, poiché l’energia contenuta nel legame tioestere (che 
coinvolge uno zolfo) fra l’acetile e il coenzima A è usata per il legame con 
l’ossalacetato, uno degli intermedi del ciclo di Krebs. 
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Poiché ciclo, non si può dire che esso abbia un vero substrato di partenza e un vero 
prodotto di arrivo. 
 
 
 
Figura 4. Ciclo di Krebs 
 
 
Il ciclo di Krebs è costituito da otto reazioni catalizzate da enzimi, i cui intermedi sono 
spesso substrato di altre vie metaboliche: per questo motivo è necessario che la cellula 
li sostituisca mediante reazioni di "riempimento" chiamate reazioni anaplerotiche. 
 
Le reazioni sono: 
1 - L'acetilCoA sintetizzato dalla decarbossilazione ossidativa del piruvato reagisce 
con l'ossalacetato, ottenendo il citrato. 
La reazione è catalizzata dall'enzima citrato sintasi, che libera coenzima A, 
nuovamente disponibile per la piruvato deidrogenasi. 
2 - Il citrato viene trasformato nel suo isomero isocitrato dall'enzima aconitasi, con 
la formazione di un intermedio insaturo chiamato cis-aconitato. 
3 - L'isocitrato è ossidato ad α-chetoglutarato dall'enzima isocitrato deidrogenasi, 
che utilizza NAD
+
 come cofattore, il quale è ridotto a NADH. 
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4 - L'α-chetoglutarato viene a sua volta ossidato a succinilCoA dall'enzima α-
chetoglutarato deidrogenasi, un complesso che utilizza anche il coenzima A e il 
NAD
+
 per completare la reazione. 
5 - Il succinilCoA perde il coenzima A, liberando l'energia necessaria per la 
fosforilazione a livello del substrato del GDP a GTP, in una reazione catalizzata 
dalla succinilCoA sintetasi, che libera succinato. 
6 - Il succinato è ossidato a fumarato dall'enzima succinato deidrogenasi, 
liberando FADH2 da FAD. 
7 - Il fumarato subisce l'aggiunta di una molecola d'acqua (idratazione) 
ottenendo L-malato, mediante l'enzima fumarato idratasi. 
8 - L-malato è ossidato a ossalacetato dall'enzima malato deidrogenasi, liberando 
NADH. 
 
Poiché non è conveniente coinvolgere così tanti enzimi per guadagnare solo 1 ATP, la 
cellula sfrutta i cofattori ridotti accumulati nella glicolisi e nel ciclo di Krebs per 
produrre altro ATP. 
Sulla membrana interna sono presenti un gruppo di proteine integrali che svolgono il 
ruolo di deidrogenasi. Esse sono in grado di ossidare il NADH e il FADH2 e di utilizzare 
l’energia potenziale degli elettroni che da essi ottengono, i quali derivano in origine 
dall’ossidazione del glucosio e del piruvato.  [11] 
Queste proteine sono enzimi; quest’ultimi sono chiamati nel loro insieme catena di 
trasporto degli elettroni, e sono: 
 Il complesso I, chiamato anche NADH ubiquinone deidrogenasi, catalizza il 
trasferimento degli elettroni dal NADH all'ubiquinone (coenzima Q): il NADH si 
ossida a NAD
+
, mentre l'ubiquinone è ridotto a ubiquinolo.  
Il complesso di più di 40 proteine contiene un centro ferro-zolfo (Fe-S), in grado 
di facilitare il trasferimento degli elettroni. 
 Il complesso II è in realtà uno degli enzimi del ciclo di Krebs, in altre parole 
la succinato deidrogenasi, che catalizza la reazione n°6. 
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Questo complesso ha un funzionamento simile al complesso I, poiché il 
complesso II catalizza il passaggio di elettroni dal FADH2 all'ubiquinone, 
ottenendo FAD ossidato e coenzima Q ridotto. 
 Il complesso III è chiamato anche ubiquinone citocromo c ossido-reduttasi, e 
catalizza il trasferimento di elettroni dall'ubiquinolo al citocromo c, che risulta 
ridotto. 
 Il complesso IV, chiamato citocromo ossidasi, trasferisce gli elettroni all'ossigeno 
(O2), riducendolo a H2O. Senza l’ossigeno, accettore finale degli elettroni, la cellula 
non sarebbe in grado di smaltire gli elettroni: per questo motivo la sua presenza 
(e quindi l'aerobiosi) è fondamentale. 
 
 
 
 
1.3.2 Fosforilazione ossidativa 
Si tratta della fase finale della respirazione cellulare, dopo glicolisi e ciclo di Krebs, 
dove si sono formati NADH e FADH2, che sono molecole ricche di energia in quanto 
contengono una coppia di elettroni con un elevato potenziale di trasferimento. 
Quando questi elettroni sono donati all'ossigeno molecolare per formare acqua, è 
liberata una grande quantità di energia libera che può essere sfruttata per la sintesi 
dell'ATP. [10] 
1/2 O2 + 2H+ --> H2 O + Energia (ATP) 
 
La fosforilazione ossidativa avviene a livello delle creste mitocondriali, ossia dei 
ripiegamenti della membrana interna del mitocondrio. 
Essa consiste nel trasferimento degli elettroni dell’idrogeno del NADH a una catena di 
trasporto (detta catena respiratoria), formata da citocromi (particolari pigmenti), fino 
all’ossigeno, che rappresenta l’accettore finale. 
Il passaggio degli elettroni comporta la liberazione di energia che è immagazzinata nei 
legami dei gruppi fosfato nella sintesi di ATP. 
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La sintesi di tali molecole è operata dall’enzima ATP sintetasi (costituita da due unità 
principali dette Fo e F1), avviene attraverso un processo detto chemiosmosi, e sfrutta 
l’energia liberata da un flusso di ioni idrogeno H+ che si spostano attraverso la 
membrana del mitocondrio secondo il loro gradiente di concentrazione. 
Dalla riduzione dell’ossigeno e dagli ioni H+ che si formano dopo il trasferimento degli 
elettroni dal NADH e dal FADH, derivano molecole di acqua che si aggiungono a 
quelle prodotte con il ciclo di Krebs.  [10] 
Il trasferimento degli elettroni, svolto da vari trasportatori, produce la contemporanea 
traslazione di protoni (H
+
) al di fuori della matrice mitocondriale verso lo spazio inter-
membrana con l’aumento della loro concentrazione in questa sede.  
Per il fenomeno della chemiosmosi dovuto alla loro concentrazione, questi ritornano 
verso la matrice, dove mettono a disposizione la loro energia per la sintesi di ATP. 
Per ogni molecola di NADH ossidata sono prodotte in totale 2,5 molecole di ATP. Per 
ogni molecola di FADH2 sono invece prodotte 1,5 molecole di ATP. 
Attraverso l'ossidazione glicolitica di una molecola di glucosio, la successiva 
conversione delle molecole di piruvato in acetil-CoA e infine il ciclo di Krebs, sono 
sintetizzate in tutto 10 molecole di NADH e 2 di FADH2. 
Il valore energetico immagazzinato in queste molecole è convertito in un totale di 28 
molecole di ATP per la sola fosforilazione (36 in tutta la respirazione). [10] 
 
 
 
Figura 5. Trasferimento elettroni nella catena respiratoria 
 
16 
 
Il trasferimento degli elettroni attraverso la catena respiratoria richiede l’intervento di 
enzimi detti deidrogenasi, che hanno la funzione di “strappare” l’idrogeno alle 
molecole donatrici (FADH e NADH), in modo che si producano ioni H
+
 ed elettroni per 
la catena respiratoria.  
Sulla membrana interna del mitocondrio si trovano particolari molecole, capaci di 
accettare e donare elettroni e perciò dette trasportatori (citocromi, flavoproteine e 
coenzima Q). A queste, il NADH e il FADH2, derivanti dal ciclo di Krebs, cedono i propri 
elettroni, convertendosi nella forma ossidata e potendo quindi essere riutilizzati in un 
nuovo ciclo. [10] 
Il trasferimento di elettroni che si attiva lungo i trasportatori è un processo che libera 
energia, ed è responsabile della trasformazione dell’ossigeno (proveniente dalla 
respirazione) ad acqua, e dell’alta resa energetica della respirazione cellulare, in 
termini di sintesi di molecole di ATP. 
La catena del trasporto degli elettroni procede versa destra, cioè verso l'ossigeno che 
ne sarà l'accettore finale per formare acqua. 
Di fatto il processo di riduzione procede dal potenziale redox più basso a quello più 
alto, in altre parole ogni costituente la catena é ossidato dal successivo ed é ridotto 
dal precedente. Si ha inoltre la fondamentale riossidazione del NADH e del FADH2 
 che devono intervenire come riducenti nel ciclo di Krebs. 
 
1.3.3 I mitocondri e l’Apoptosi 
L'apoptosi è un importante meccanismo di morte programmata che richiede la 
disponibilità di energia. La mancanza di energia converte l'apoptosi in necrosi. [12] 
I mitocondri funzionano da centrale d'integrazione degli stimoli apoptotici. Essi 
possono essere di molteplice natura e sono in grado di determinare l'apertura di un 
complesso poliproteico chiamato poro di transizione mitocondriale (Permeability 
Transition Pore Complex, PTPC), localizzato in alcuni punti di contatto tra le due 
membrane mitocondriali. [23] 
Quest'evento fa cadere la differenza di potenziale, per uscita dei protoni, ed ingresso 
di molecole prima interdette all'ingresso. 
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Come risultato finale, il mitocondrio si riempie di liquido e la membrana esterna 
scoppia liberando nel citoplasma fattori stimolanti l'apoptosi come AIF (Apoptosis 
Inducing Factor), che è in grado di raggiungere il nucleo ed attivare una via 
indipendente dalle caspasi in grado di degradare il DNA, ed il citocromo c che si lega 
alle proteine Apaf-1 (apoptotic protease activating factor) e caspasi 9 ed una molecola 
di ATP formando un complesso definito apoptosoma. 
La caspasi 9 presente diviene in grado di attivare altre caspasi che danno il via ad una 
cascata molecolare che si conclude con la degradazione del DNA ad opera di fattori 
nucleari. 
Ai processi di alterazione della permeabilità del mitocondrio prendono parte anche i 
membri della famiglia di bcl-2, composta da almeno 16 proteine, le quali sono in 
grado di interagire con le membrane nucleari, mitocondriale esterna e del reticolo 
endoplasmatico grazie al loro dominio C-terminale.  
 
 
1.3.4 Regolazione del ciclo redox della cellula 
Durante la fosforilazione ossidativa può accadere che un solo elettrone vada a ridurre 
una molecola di O2 determinando la produzione d'un anione superossido (O2•), un 
radicale assai reattivo. Generalmente questo fenomeno viene evitato, tuttavia non è 
possibile evitarlo completamente. 
O2• può essere protonato a formare il radicale idroperossido (HO2•) che può reagire, a 
sua volta, con un altro anione superossido per produrre perossido di idrogeno (H2O2) 
secondo la seguente reazione: 
2 HO2• → O2 + H2O2 
 
La sintesi di radicali liberi è anche un processo che, se opportunamente controllato, 
può essere una valida arma contro determinati microorganismi. Durante 
l'infiammazione, infatti, i leucociti polimorfonucleati sono soggetti ad una produzione 
massiva di questi radicali per attivazione dell'enzima NADPH ossidasi. [23] 
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Per far fronte alla presenza di radicali liberi, che potrebbero comportare dei gravi 
danni, la cellula deve utilizzare degli specifici sistemi atti alla loro eliminazione: 
 la catalasi che è un enzima che catalizza la reazione di eliminazione del 
perossido di idrogeno (2 H2O2 → O2 + 2 H2O), 
 il glutatione (GSH) che determina l'eliminazione dei radicali liberi sfruttando il 
gruppo sulfidrile nella sua forma ridotta (H2O2 + 2 GSH → GSSG (omodimero 
di glutatione) + 2 H2O, 2 OH• + 2 GSH → GSSG + 2 H2O), 
 vari antiossidanti quali l'acido ascorbico e le vitamine A ed E, 
 il gruppo delle superossido dismutasi. 
 
 
 
1.4  MALATTIE MITOCONDRIALI 
 
1.4.1 Caratteristiche generali e manifestazioni 
Le malattie mitocondriali sono un gruppo molto eterogeneo di patologie ereditarie 
causate da alterazioni nel funzionamento dei mitocondri. 
Possono essere disturbi dovuti a disfunzione della catena respiratoria. 
Presentano notevole variabilità clinica per quanto riguarda l’età d’insorgenza, il tipo di 
evoluzione e i tessuti coinvolti. 
La caratteristica comune è l’intolleranza agli sforzi, il facile affaticamento e l’accumulo 
di acido lattico. 
L’acido lattico si accumula nei tessuti muscolari quando la respirazione mitocondriale 
è insufficiente. [17] 
Poiché i mitocondri sono presenti in tutti i tessuti, le malattie mitocondriali possono 
teoricamente colpire qualsiasi organo. 
Più spesso, però, interessano le cellule muscolari e quelle nervose, data la maggiore 
richiesta di ATP di questi tessuti, specie durante lo sviluppo. 
Per la localizzazione specifica che spesso va ad assumere, le malattie mitocondriali 
sono spesso definite come neuro-mio-patie mitocondriali. 
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Figura 6. Organi e tessuti colpiti dalla malattie mitocondriali 
 
 
Le malattie mitocondriali possono essere causate da mutazioni del DNA mitocondriale. 
Gli effetti delle mutazioni che colpiscono i complessi della catena tendono ad essere 
multisistemici, cioè ad interessare diversi organi e tessuti dell’organismo, in maniera 
non sempre prevedibile e quantificabile. 
Alcune di esse colpiscono un determinato organo (ad esempio la LHON, Neuropatia 
ottica ereditaria di Leber, che coinvolge sostanzialmente l’occhio), ma molte altre 
riguardano un intero sistema e spesso si presentano con associate disfunzioni neuro-
miopatiche.  
Una peculiarità di questo gruppo di malattie, che ne ha reso difficoltoso lo studio nel 
corso degli anni, è la variabilità delle manifestazioni cliniche. 
I sistemi più frequentemente interessati sono l’apparato muscolare (debolezza, 
intolleranza all’esercizio fisico, mioglobinuria), il sistema nervoso centrale (emicrania, 
convulsioni, atassia, cecità corticale e distonia) e sistema nervoso periferico 
(neuropatia periferica), ma possono essere coinvolti, con variabile gravità di 
interessamento ed in diverse combinazioni, anche le vie visive (retinopatia 
pigmentosa) ed uditive (sordità), il cuore (cardiomiopatia), le ghiandole endocrine 
(ipoparatiroidismo). 
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1.4.2 Trasmissione 
Solo una piccola parte delle malattie mitocondriali segue le regole dell’eredita’ 
mendeliana. Per le altre si parla di eredità mitocondriale, cioè significa che possono 
essere trasmesse ai figli solo dalla madre. 
Per spiegare questa particolarità è necessario sapere che gli spermatozoi non 
forniscono alcun mitocondrio all’atto della fecondazione; i mitocondri che ciascuno di 
noi possiede provengono esclusivamente dalla cellula uovo, sono quindi di origine 
materna. 
I mitocondri contengono al loro interno del DNA che serve alla fabbricazione di molti 
dei loro componenti, è definito DNA mitocondriale e presenta qualche differenza 
rispetto al DNA nucleare;  ad esempio è più sensibile alle mutazioni  perché non 
possiede efficienti  sistemi di riparo, soprattutto contro i danni causati dai radicali 
liberi. [17] 
Ogni eventuale mutazione presente sul DNA mitocondriale sarà a sua volta trasmessa 
esclusivamente per via materna.  In condizioni normali tutto il DNA mitocondriale di 
un individuo è omogeneo, l’insorgenza di una mutazione può però portare alla 
presenza contemporanea di due DNA mitocondriali diversi. 
Quando il genotipo mutato prende il sopravvento su quello “selvatico” si può avere la 
comparsa della malattia, per questo la maggior parte delle malattie mitocondriali si 
manifestano in età adulta e presentano un’ampia variabilità clinica anche all’interno di 
una stessa famiglia. 
  
 
1.4.3 Diversi tipi di malattie mitocondriali 
Dal punto di vista medico-scientifico la classificazione più utilizzata delle malattie 
mitocondriali è quella genetica. Il limite principale di tale classificazione riguarda il 
fatto che non in tutti i pazienti con malattia mitocondriale si riesce a giungere ad una 
diagnosi genetica precisa. 
Questa limitazione è riconducibile da un lato alla variabilità delle manifestazioni 
cliniche delle malattie mitocondriali, che rende spesso difficile correlare un dato 
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quadro ad una precisa causa genetica, dall’altro all’estrema rarità di alcune delle 
specifiche alterazioni genetiche singolarmente considerate (molte delle quali devono 
ancora essere scoperte). 
Ad ogni modo, con le limitazioni considerate, si distinguono due grandi gruppi 
nosologici a seconda che il difetto genetico sia localizzato nel DNA mitocondriale 
“mtDNA” (quadri clinici sporadici o ad ereditarietà matrilineare) o nel DNA nucleare 
“nDNA” (quadri ad ereditarietà autosomica, cioè secondo le regole mendeliane). 
Oltre alla classificazione genetica e clinica delle malattie mitocondriali 
(precedentemente illustrate), si possono distinguere i pazienti con malattia 
mitocondriale in alcuni grandi “raggruppamenti” che riuniscono pazienti fra loro simili 
dal punto di vista clinico e di interessamento di diversi organi o apparati, che però 
possono presentare mutazioni diverse, anche in geni differenti. [17] 
Una simile suddivisione dei pazienti (come pure la classificazione per fenotipo clinico) 
può consentire di prendere in considerazione anche quei casi sospetti di malattia 
mitocondriale in cui però non è stata ancora individuata alcuna mutazione genetica. 
Infine, una simile classificazione per “apparati” potrà essere inoltre utile dal punto di 
vista operativo, suddividendo i pazienti per “intensità di cure” di cui necessitano. 
 
 
 
1.5 CELLULE DI FEGATO DI RATTO E CELLULE HELA 
Durante gli studi di tesi, il nostro gruppo di ricerca ha inizialmente focalizzato 
l’attenzione su cellule di fegato di ratto. Nel presente studio abbiamo analizzato un 
metodo di estrazione e preparazione della frazione mitocondriale da queste cellule. 
Il fegato di ratto, durante le nostre prove sperimentali, ci è stato fornito da altri 
laboratori di ricerca all’interno del Dipartimento di Farmacia. Abbiamo, su queste 
cellule, testato un sistema di estrazione della frazione mitocondriale che parte 
dall’omogeneizzazione, ossia dalla rottura meccanica delle cellule tramite un 
omogeneizzatore potter con pestello in teflon.  
In seguito, la ricerca si è estesa anche ad una linea cellulare sulla quale è stato testato 
un altro protocollo di isolamento mitocondriale con il medesimo scopo delle cellule di 
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fegato di ratto, ovvero cercare di ottimizzare il metodo fino ad ottenere una frazione 
di mitocondri intatti e purificati. 
La linea cellulare di cui stiamo parlando è quella delle cellule HeLa. Sono cellule 
epiteliali, aderenti, provenienti dall’organismo umano ed estratte da tessuto cervicale 
uterino, sono oggi coltivate in laboratori di tutto il mondo per fini scientifici e, 
sebbene siano trattate come cellule tumorali, esse posseggono delle caratteristiche 
uniche, che le differenziano dalle altre cellule di questo tipo.  [19] 
Le HeLa sono molto più resistenti delle altre cellule tumorali e sono in grado di 
sopravvivere in condizioni che altre cellule non possono tollerare; sono in grado di 
vivere per un periodo relativamente lungo anche in assenza di terreno di coltura. 
Le HeLa possono dividersi molte più volte rispetto alle altre cellule e ciò dipende da 
una mutazione della telomerasi, che previene l'accorciamento del telomero durante la 
replicazione, cosa che nelle altre cellule provoca la morte dopo un certo numero di 
divisioni cellulari. La mutazione a carico della telomerasi è stata provocata da 
un’infezione da papilloma virus e proprio per questo consente loro di non invecchiare 
mai. 
 
 
Figura 7. Cellule HeLa al microscopio 
 
 
Le HeLa sono state le prime cellule umane immortalizzate e hanno rappresentato una 
grande risorsa per la ricerca scientifica. Questa linea cellulare fu isolata e propagata 
per la prima volta da George Otto Gey nel 1951 da un cancro della cervice uterina, 
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ossia un adenocarcinoma, che provocò nel 1951 la morte di Henrietta Lacks (dal cui 
nome ne deriva quello delle cellule). [19] 
Gey ricevette una porzione di tessuto contenente le HeLa da un medico dell'ospedale 
Johns Hopkins di Baltimora, che aveva ottenuto il lembo di tessuto da 
una biopsia della massa tumorale di una paziente, Henrietta Lacks, attuata a fini 
diagnostici. 
Gey moltiplicò tali cellule tumorali in vitro senza il consenso della Lacks; presto si 
accorse di avere per le mani un tipo di cellule di particolare interesse e le rese 
disponibili per la commercializzazione. I primi tentativi di proteggere l'anonimato della 
Lacks terminarono dopo la sua morte: infatti, pochi anni dopo, la stampa rivelò il 
nome della paziente da cui erano state prelevate le HeLa. 
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CAPITOLO 2 – SCOPO DELLA TESI 
 
Questo lavoro di tesi si integra nel progetto italiano mitochondrial Italian Human 
Proteome Project initiative (mt-HPP), che fa parte dello studio ad ampio raggio della 
Human Proteomic Organization (HUPO): il chromosom-centric Human Proteome 
Project (c-HPP). 
L’obiettivo fondamentale del progetto mt-HPP si basa sullo studio della correlazione 
funzionale e patologica tra le proteine mitocondriali (mtProteins) e le proteine nucleari 
codificate (nProteins). Tuttavia, il progetto mt-HPP focalizza l'attenzione sulle proteine 
mitocondriali, e si pone come obiettivi sia quello di identificare le proteine 
mitocondriali totali di un tipo cellulare, sia quello di scoprire nuovi biomarkers 
mitocondriali che caratterizzano una specifica patologia. [1] 
I mitocondri, oggi, sono continuo oggetto di studio, in quanto, essendo degli organuli 
cellulari fondamentali per la cellula vivente, interagendo in numerosi processi cellulari 
e metabolici e quindi svolgendo delle funzioni essenziali, possibili danni mitocondriali 
determinano degli effetti negativi sull’organismo e sono responsabili, nella maggior 
parte dei casi, di malattie gravi per la salute umana. 
Il nostro lavoro di tesi si è incentrato sulla valutazione di differenti protocolli per la 
purificazione della frazione mitocondriale da due tipi di cellule: cellule di fegato di 
ratto e le HeLa, cellule epiteliali che crescono in adesione. 
Così abbiamo testato due protocolli, quali una serie di centrifugazioni differenziali in 
seguito a omogeneizzazione meccanica, ed un kit commerciale che utilizza detergenti 
per la lisi cellulare. 
Abbiamo effettuato misurazioni sui mitocondri appena isolati da tessuto fresco per 
ottenere informazioni distinte riguardo la funzionalità di questi organelli. 
Per valutare l’efficacia dei protocolli utilizzati per l’estrazione e purificazione dei 
mitocondri dai due tipi di cellule, testiamo l’integrità delle membrane mitocondriali su 
mitocondri appena estratti, attraverso la misurazione dell’attività di due enzimi: la 
solfito ossidasi e la citrato sintasi. 
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L’attività del primo enzima, che si trova nella spazio intermembrana, si testa per 
misurare l’integrità della membrana mitocondriale esterna; mentre l’attività della 
citrato sintasi, che si trova nella matrice mitocondriale, viene misurata per valutare 
l’integrità della membrana interna. 
La caratterizzazione funzionale dei mitocondri è essenziale per stabilire e stimare 
l’efficacia di una preparazione. È di fondamentale importanza che questi protocolli che 
abbiamo testato per l’isolamento di preparazioni mitocondriali siano efficaci, al fine di 
ottenere mitocondri integri e funzionali da poter utilizzare per altri esperimenti e test 
di ricerca. 
Tali misurazioni forniscono interessanti informazioni meccanicistiche riguardo i 
mitocondri in un’ampia varietà di tipi cellulari. 
Queste metodologie di misurazione delle attività enzimatiche permettono 
un’investigazione esauriente della funzionalità dei mitocondri e dei vari meccanismi 
molecolari e cellulari che stanno alla base delle modificazioni mitocondriali che 
intervengono a seconda del tipo cellulare, della patologia e di molti altri fattori.  
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CAPITOLO 3 – PARTE SPERIMENTALE 
 
 
3.1 INTRODUZIONE 
Il nostro lavoro di tesi si è incentrato sulla messa a punto di un protocollo ottimale per 
la purificazione della frazione mitocondriale da due gruppi di cellule: le cellule di 
fegato di ratto e le cellule HeLa, da tumore della cervice uterina. 
Così abbiamo testato due protocolli, quali la centrifugazione differenziale ed un kit 
commerciale che utilizza detergenti per la lisi cellulare. Prima di procedere con 
l’estrazione e la purificazione mitocondriale, abbiamo eseguito la rottura cellulare. 
 
 
3.2 MECCANISMI DI ROTTURA CELLULARE 
Prima di procedere con le varie fasi di centrifugazione sequenziali, previste dalla 
tecnica di estrazione mitocondriale (Centrifugazione differenziale),abbiamo eseguito 
due procedimenti per la rottura delle cellule: per quanto riguarda l’estrazione di 
mitocondri da cellule di fegato di ratto, abbiamo ottenuto la lisi cellulare tramite 
l’omogeneizzazione, mentre per quanto riguarda le cellule HeLa, la lisi cellulare è stata 
ottenuta tramite l’utilizzo di detergenti di lisi. 
Quindi nel primo caso abbiamo eseguito una rottura meccanica delle cellule, mentre 
nel secondo caso abbiamo eseguito una rottura tramite l’utilizzo di soluzioni 
detergenti. 
 
3.2.1 Omogeneizzazione 
L’omogeneizzazione prevede una disorganizzazione del tessuto e la rottura delle 
cellule, al fine di ottenere l’omogenato. Questa tecnica è stata eseguita per la rottura 
delle cellule di fegato di ratto, ma non sulle HeLa, sulle quali abbiamo testato un kit 
commerciale, che prevede l’utilizzo di soluzioni detergenti per la lisi cellulare.  [18] 
L’omogeneizzazione consiste nella rottura delle membrane e pareti cellulari, con 
rilascio dei componenti intracellulari. 
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E’ un processo empirico, che necessita di ottimizzazione a seconda del tipo di analisi 
che si intende effettuare. Nel discutere questo aspetto, considereremo tre fattori 
principali: 
- Scelta del materiale di partenza  
- Metodo di rottura delle cellule  
- Proprietà chimico-fisiche delle soluzioni impiegate.  
È cruciale, in un processo di purificazione di organelli (o macromolecole) scegliere un 
materiale di partenza che contenga elevate concentrazioni dell’organello 
(macromolecola) che si desidera. 
Ad esempio, per la purificazione di mitocondri è preferibile un tessuto muscolare 
(cuore), i ribosomi si possono ottenere con una certa facilità dai reticolociti, etc. 
Altri fattori che si devono tenere presenti nella scelta del materiale sono la reperibilità 
e il costo, nonché la facilità di purificazione (a parità di contenuti di mitocondri, un 
cuore bovino è generalmente preferibile ad un cuore di topo – perché è reperibile 
commercialmente e perché da un solo organo si ottengono grandi quantità di 
tessuto). 
L’impiego delle cellule (organo, tessuto o microorganismi) dovrebbe avvenire il più 
rapidamente possibile (ad es. dalla macellazione dell’animale) al fine di minimizzare i 
processi degradativi. Se possibile, le cellule andrebbero mantenute a 4 °C fino alla 
omogeneizzazione. Il congelamento è possibile ma, specie per organi e tessuti (e per 
cellule eucariote in generale) può creare problemi.  
I metodi di omogeneizzazione impiegati cambiano a seconda del tipo di materiale di 
partenza (fragilità più o meno accentuata delle cellule) ed a seconda che si intenda 
studiare organelli intracellulari (mitocondri, nuclei, lisosomi …) oppure il materiale 
citoplasmatico. 
Solitamente il processo è effettuato a bassa temperatura (camera fredda a 4°C, 
soluzioni raffreddate in ghiaccio). Il tessuto o le cellule sono sospese prima della 
omogeneizzazione in 2/3 volumi di tampone apposito (tampone di 
omogeneizzazione- vedi oltre). Si possono distinguere (a scopo didattico) metodi 
blandi, moderati e vigorosi di omogeneizzazione.  [18] 
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Durante il nostro studio di tesi, per la rottura meccanica delle cellule di fegato di ratto, 
abbiamo testato un metodo blando di omogeneizzazione, attraverso l’uso di 
omogeneizzatore potter con pestello in teflon. Per la rottura delle cellule abbiamo 
eseguito una serie di strokes, colpi, fino all’ottenimento dell’omogenato. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Schema del processo di omogeneizzazione 
 
 
Omogeneizzatore Potter:  
Le membrane sono lacerate dalle forze frizionali che un pestello in teflon o vetro 
esercita contro le pareti di uno spesso cilindro di vetro. Lo spazio tra pestello e pareti 
del cilindro è di 50- 500 µ m (tight-fitting). 
 
 
Figura 9.  Omogeneizzatore potter con pestello in teflon 
. 
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3.2.2 Lisi cellulare con soluzioni detergenti  
Per quanto riguarda le cellule HeLa, è stato testato un kit commerciale di lisi cellulare e 
isolamento mitocondriale, che prevede l'uso di soluzioni detergenti. Prima di eseguire 
tali esperimenti, è trascorso un tempo abbastanza consistente tra il portare le cellule a 
confluenza all'interno di vari fiasche e l'avere circa 25 milioni di cellule HeLa su cui 
eseguire le prove. 
 
 
 
3.3 MECCANISMO D’ESTRAZIONE DEI MITOCONDRI 
 
3.3.1 Centrifugazione differenziale 
La centrifugazione differenziale è la tecnica più usata per il frazionamento cellulare, 
cioè per l’ottenimento di preparazioni quasi pure di organelli da sottoporre poi a 
studio. 
Ad esempio, centrifugando un omogenato cellulare per tempi relativamente brevi ed a 
velocità modeste sarà possibile ottenere la sedimentazione dei nuclei ma non degli 
altri organelli, che hanno densità e/o dimensioni minori e che rimarranno nel 
sovranatante. Il sovranatante può essere ulteriormente processato per ottenere altri 
tipi di particelle. [18] 
Mediante l’applicazione ripetuta di questo procedimento, con l’aumento della velocità 
e del tempo di centrifugazione, si può ottenere la successiva sedimentazione di 
particelle sempre più piccole.  
Questa tecnica è detta anche sedimentazione frazionata: la velocità di sedimentazione 
delle particelle in sospensione dipende dalla loro dimensione e densità. 
In altre parole, se le particelle in una sospensione sono di forma simile, ma di 
dimensioni e/o di densità sensibilmente differenti, si muoveranno con velocità diverse 
ed impiegheranno quindi tempi diversi per raggiungere il fondo di un tubo da 
centrifuga e per formare il sedimento o pellet. 
30 
 
Applicando l’accelerazione centrifuga per un tempo predeterminato, quindi, è in teoria 
possibile ottenere un pellet contenente solo le particelle più grosse e dense, ma non le 
altre, che invece rimarranno in sospensione formando il sovranatante. 
Con questo tipo di sedimentazione é comunque difficile ottenere frazioni 
perfettamente omogenee. Infatti, poiché all’inizio tutte le particelle presenti 
nell’omogenato sono distribuite uniformemente nel tubo da centrifuga (compresa la 
zona vicina al fondo) il pellet finirà per contenere tutti i componenti dell’omogenato, 
anche se le particelle più dense saranno presenti in quantità maggiore.  
Di solito bisogna effettuare centrifugazioni ripetute del materiale così frazionato: 
risospendendo il pellet con solvente fresco e ricentrifugandola, si otterrà una 
purificazione ulteriore del materiale per lavaggio. 
In genere, i protocolli di purificazione degli organelli prevedono due o tre di queste 
tappe di ricentrifugazione del pellet.  
 
Le centrifugazioni sequenziali vengono effettuate a 4°C, secondo lo schema in figura 
10. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10.Schema centrifugazioni sequenziali 
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Per la preparazione e purificazione dei mitocondri dalle cellule di fegato di ratto, 
abbiamo eseguito un protocollo che prevede la rottura delle cellule tramite 
omogeneizzatore e successiva estrazione e purificazione della frazione mitocondriale 
attraverso varie centrifugazione sequenziali. 
Per quanto riguarda le cellule HeLa, è stato testato un kit commerciale che fa uso di 
detergenti per la lisi cellulare, e poi la successiva estrazione dei mitocondri prevede 
anche in questo caso varie centrifugazioni, ma che differiscono leggermente da quelle 
previste per le cellule di fegato di ratto. 
 
 
 
3.4 COLTURA CELLULARE 
Per lo svolgimento delle prove del lavoro di tesi, le cellule HeLa sono sottoposte a 
coltura. Le fiasche contenenti le cellule, sono inizialmente sottoposte a lavaggi con 
PBS sterile. 
Essendo le cellule HeLa linee cellulari aderenti, sono trattate con la tripsina, ossia 
l'enzima proteolitico che permette loro di staccarsi dalla fiasca.  
Il mezzo di crescita usato per le cellule HeLa, è il DMEM, ad alto contenuto di glucosio, 
generalmente impiegato per le cellule adese. Il rinnovo del mezzo avviene ogni 2 o 3 
giorni ed è consigliabile un rapporto di sub coltivazione di 1:3 o 1:6. 
Tale mezzo di coltura affinché sia completo contiene Penicillina/ Streptomicina all’ 1% 
e siero fetale bovino al 10% il cui scopo è quello di arrestare l'azione della tripsina. 
Penicillina e streptomicina vengono utilizzate per impedire la crescita batterica e 
quindi la contaminazione delle colture cellulari.  
Dopo l’aggiunta della tripsina, smuoviamo in tutte le direzioni le fiasche in modo tale 
che essa si distribuisca su tutta la superficie e mettiamo le fiasche nell’incubatore a 
37°C per 2 minuti. 
Successivamente, diamo dei colpi alle fiasche per favorire il distacco delle cellule e 
osserviamo al microscopio della Leica (Leica Microsystems Wetziar GmbH- tipo 090-
135.001), per vedere se la maggior parte delle cellule sono state recuperate.  
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Inoltre, aggiungiamo nelle fiasche una certa quantità di mezzo DMEM e pipettando su 
e giù, sollecitiamo meccanicamente il distacco delle cellule dalla fiasca di 
appartenenza e raccogliamo il tutto in una falcon.  
 
 
Figura 11.Tripsinizzazione delle cellule 
 
Dopo centrifughiamo la falcon per 5 minuti a 600 giri in modo da ottenere un pellet 
ben visibile. Infine aspiriamo il mezzo ed eseguiamo sul pellet altri due lavaggi con 
PBS fresco in modo tale che le cellule siano pronte per i successivi processi di 
estrazione dei mitocondri. 
 
 
 
 
3.5 VALUTAZIONE DELL’INTEGRITÀ E DELLA FUNZIONALITÀ DELLE MEMBRANE 
MITOCONDRIALI 
In seguito all’estrazione e alla purificazione di una frazione mitocondriale sia da cellule 
di fegato di ratto che da cellule HeLa, conduciamo un test sull’integrità delle 
membrane dei mitocondri appena isolati, basato sulla valutazione dell’attività di due 
enzimi: la solfito ossidasi (SOX) e la citrato sintasi. 
La Sox è localizzata nello spazio intermembrana, mentre la citrato sintasi si trova nella 
matrice mitocondriale.  [2] 
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3.5.1 Solfito ossidasi (Sox) 
La solfito ossidasi (Sox) è costituita da due subunità ognuna delle quali pesa 58 KDa 
per un peso molecolare complessivo di 120 KDa.  [3] [4] 
Dal punto di vista strutturale e funzionale, è un enzima molto complesso, poiché 
contiene per ogni subunità un atomo di Molibdeno, come cofattore, e un citocromo 
della classe b simile al citocromo b5. 
Quest’ossidasi può essere estratta da mitocondri intatti mediante trattamento 
ipotonico o mediante utilizzo di detergente, ed è stato visto che, per analogie con 
l’adenilato chinasi, la solfito ossidasi è localizzata tra le membrane esterna e interna 
dei mitocondri, cioè nello spazio intermembrana. In forma purificata, è una reduttasi in 
grado di trasferire gli elettroni dal solfito (che diventa solfato) al citocromo-c (oltre che 
a diversi accettori artificiali di elettroni) per cui sembra che essa, scaricando gli 
elettroni che preleva dal solfito sul citocromo- c della catena respiratoria, la alimenti e 
allo stesso tempo concorra al metabolismo terminale degli aminoacidi solforati 
(cisteina e metionina). [7] 
La carenza di solfito ossidasi nell'uomo porta a progressiva degenerazione cerebrale, 
gravi anomalie neurologiche, ritardo mentale, convulsioni e morte precoce, di solito 
tra 2 e 6 anni di età. 
Una mancanza di solfito ossidasi può accadere per due motivi: il primo è un difetto 
della sintesi del suo cofattore molibdeno, che colpisce anche la xantina deidrogenasi e 
l’aldeide ossidasi, due altri enzimi che contengono come cofattore il molibdeno. Il 
secondo è uno specifico difetto della solfito ossidasi a causa di mutazioni nel gene 
codificante l'enzima stesso nel cromosoma 12 q.  [15] 
l deficit dell’enzima è una rara malattia autosomica recessiva, determinata da una 
specifica caratteristica biochimica che prevede un’elevata escrezione urinaria di 
metaboliti solforati, inclusi solfito, tiosolfato e S- solfo cisteina, nonché da neuro 
degenerazione e morte precoce. 
Gli effetti drammatici della carenza della solfito ossidasi suggeriscono fortemente che 
la rimozione del solfito (SO3
2-
) è essenziale, soprattutto nel cervello. Eppure, i solfiti 
(bisolfito, solfito, metabisolfito, anidride solforosa), si ritrovano frequentemente 
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nell’ambiente. Sono stati fatti molti studi per vedere l’attività della solfito ossidasi nei 
tessuti animali. Inoltre, un’elevata attività dell’enzima è stata rintracciata nel fegato, 
rene e cuore, mentre una bassa attività nel cervello, milza, testicoli e polmone.  [15] 
 
 
3.5.2 Determinazione dell’attività della solfito ossidasi 
Al fine di ottenere informazioni precise sulla percentuale di mitocondri danneggiati 
presenti nelle nostre preparazioni mitocondriali, conduciamo un test d’integrità e 
funzionalità mitocondriale, basato sulla valutazione dell’attività della solfito ossidasi 
(Sox). 
Dopo l’estrazione e purificazione dei mitocondri, se essi sono integri, il citocromo-c 
aggiunto all’esterno, non dovrebbe essere ridotto dal solfito, poiché la solfito ossidasi, 
si trova nello spazio intermembrana e l’accettore di elettroni (il citocromo-c) è 
impermeabile alla membrana mitocondriale esterna.  [13] [14] 
Quindi, la reattività, cioè la velocità da parte della solfito ossidasi di ridurre il 
citocromo-c, dipende dall’integrità della membrana mitocondriale esterna e coinvolge 
inoltre due fattori: 1) l’eventuale fuoriuscita della SOX dai mitocondri; 2) la capacità del 
citocromo-c, aggiunto dall’esterno, di entrare in contatto con la SOX. 
Questi due eventi, presi singolarmente o entrambi, si posso realizzare solo se la 
membrana mitocondriale esterna risulta permeabilizzata o rotta. 
L’attività della solfito ossidasi è determinata spettrofotometricamente a 548nm, 
seguendo la riduzione del citocromo-c, aggiunto all’esterno dei mitocondri, in 
presenza di KCN 1 mM per impedire la sua riossidazione per merito della Cox, 
secondo la reazione: 
 
Na2SO3 + 2 cyto-c
3+ + H2O          Na2SO4 + 2 cyto-c
2+ + 2H+ 
 
La determinazione dell’attività della solfito ossidasi à stata valutata su mitocondri 
appena estratti e isolati sia da cellule di fegato di ratto che da cellule HeLa attraverso 
due specifici saggi: La Piana (2007) e Cohen (1970/1972). Entrambi sono descritti in 
maniera dettagliata alla sezione Materiali e metodi (capitolo 4). 
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La differenza fondamentale tra i due saggi, riguarda essenzialmente la composizione 
della miscela isotonica, nella quale vengono risospesi i mitocondri appena estratti e 
purificati. Infatti, nel saggio di La Piana 2007 per la determinazione dell’attività della 
solfito ossidasi, i mitocondri sono risospesi e incubati in una miscela isotonica 
costituita da Hepes-Tris 20 mM, Saccarosio 250 mM, a ph 7.4 e Rotenone 6 µM, il 
quale è aggiunto da ultimo. Mentre, il saggio di Cohen (1970/1972) prevede che i 
mitocondri vadano risospesi e incubati in una miscela isotonica costituita da Tris- HCl 
0,1 M a ph 8,5. 
Quindi, la differenza sostanziale riguarda l’acidità della miscela isotonica. 
Altre differenze riguardano le concentrazioni delle soluzioni impiegate nello 
svolgimento dei due saggi. 
 
 
 
 
3.5.3 Calcolo dell’attività della solfito ossidasi 
Dopo aver registrato i valori dell’assorbanza allo spettrofotometro procediamo con il 
calcolo della variazione di assorbanza al minuto (ΔAbs/min): 
 
ΔAbs/min =
           
   
 
 
La variazione di assorbanza al minuto si calcola nella porzione lineare della retta. 
Seguendo la legge di Lambert- Beer, 
A = ε x l x M, 
dove ε è il coefficiente di estinzione molare, l è il cammino ottico e M è la molarità 
della miscela, possiamo ricavarci l’attività della solfito ossidasi e quindi la quantità di 
citocromo-c ridotto da essa in questo modo. 
Attività della solfito ossidasi 
 (nmoli/min x mg) = 
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Dove: 
 ε (mM-1 cm-1): la differenza tra il coefficiente di estinzione del citocromo C 
ossidato e quello ridotto a 548 nm è 21 mM
-1
 cm
-1
. 
 l (cm): è il cammino ottico che nella cuvetta da 1 ml è 1 cm 
  mg: corrispondono alla quantità di sospensione mitocondriale utilizzata per lo 
svolgimento del saggio (0,05 mg). 
 
 
3.5.4 Citrato Sintasi 
La citrato sintasi è un enzima, appartenente alla classe delle transferasi, che catalizza 
la reazione di condensazione dell’acido oxalacetico con l’acetil coenzima A (AcetilCoA), 
ad ottenere l’acido citrico.  
Tale reazione è la prima del ciclo dell’acido tricarbossilico (ciclo di Krebs), processo 
chiave della respirazione cellulare. Si tratta di un enzima pacemaker del ciclo di Krebs, 
in grado cioè di regolare la velocità di flusso dell'intero ciclo [24]. 
Come tutti gli enzimi del ciclo, anche la citrato sintasi è localizzata nella matrice 
mitocondriale; infatti è un marcatore esclusivo della matrice mitocondriale. L’enzima è 
tuttavia codificato da un gene nucleare e non mitocondriale, sintetizzato sui ribosomi 
e trasportato sulla matrice. 
Tale enzima è solitamente quantificato per valutare quanti mitocondri intatti siano 
presenti nella cellula. 
La sua struttura quaternaria consta di due subunità, ad ognuna delle quali si legano i 
due substrati. Nel sito catalitico (due per enzima) è presente un residuo 
di aspartato che, insieme ad un residuo di istidina, contribuisce a mantenere in sede la 
molecola di acetil-CoA attraverso interazioni ioniche. 
Tali residui contribuiscono ad attivare la molecola ad un intermedio enolico, 
rendendola affine per un centro carbonioso dell'ossalacetato. Una volta creato il 
legame, attraverso un meccanismo simile ad una condensazione di Claisen, si genera 
l'idrolisi del gruppo tioestere (CoA) attraverso una molecola di acqua. Si tratta di una 
reazione decisamente esoergonica (ΔdGo > -30 kJ/mol), che rende questo step 
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irreversibile (motivo per cui la reazione è in grado di regolare l'intero ciclo 
metabolico). 
Le molecole di acido citrico prodotte dalla condensazione sono in grado di legare il 
sito di legame per l’acido ossalacetico, inibendo competitivamente l'attività 
dell'enzima. Nonostante che la reazione sia altamente esoergonica, dunque, la citrato 
sintasi può essere saldamente regolata. Questo aspetto ha una notevole importanza 
biologica, dal momento che permette una completa regolazione dell'intero ciclo di 
Krebs. [24] 
Mentre la citrato sintasi gioca un ruolo decisivo nel ciclo TCA, solo pochi studi hanno 
analizzato la sua attività in campioni tumorali; nessuno studio ha direttamente 
esaminato il ruolo dell’enzima nella tumorigenesi osservando gli effetti della sua 
carenza o assenza. Lo scopo di alcuni studi attuali è quello di esplorare a fondo il ruolo 
biologico dell’enzima nel metabolismo bioenergetico durante la progressione 
tumorale.  
 
3.5.5 Determinazione dell’attività della citrato sintasi 
Al fine di ottenere informazioni precise sulla percentuale di mitocondri danneggiati 
presenti nelle nostre preparazioni mitocondriali, conduciamo un test d’integrità e 
funzionalità mitocondriale, basato sulla valutazione dell’attività della citrato sintasi. 
L’enzima catalizza la reazione tra l’acetil coenzima A (acetilCoA) e l’acido oxalacetico 
(OAA) a formare acido citrico.  [5] [6] 
 
Acetil CoA + Oxalacetato + H2O            Citrato + CoA-SH + H
+ 
 
 
Figura 11. Reazione catalizzata dalla citrato sintasi 
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L’acetilCoA contribuisce con due atomi di carbonio ai quattro atomi di carbonio 
dell’oxalacetato, in modo tale da avere il citrato con 6 atomi di carbonio. 
L’idrolisi del gruppo tioestere dell’acetilCoA comporta la formazione dell’acetilCoA con 
un gruppo tiolico (CoA-SH). Il tiolo reagisce con DTNB (acido 2,2'-dinitro-5,5'-
ditiodibenzoico) nella miscela di reazione a formare l’acido 5-tio-2-nitrobenzoico 
(TNB). 
Questo prodotto giallo (TNB) è osservato spettrofotometricamente a 405 nm. 
 
Reazione colorimetrica: 
CoA-SH + DTNB           TNB + CoA-S-S-TNB 
 
Il saggio della citrato sintasi è eseguito in duplicato; cioè prima testiamo l’attività della 
citrato sintasi e quindi l’integrità della membrana mitocondriale interna sui mitocondri 
sospesi nel tampone di lisi (Cell lysis Sigma) e in seguito ripetiamo il saggio sui 
mitocondri sospesi nel Buffer di Bicina. 
L’attività dell’enzima osservata nel campione sospeso nel tampone di lisi cellulare 
rappresenta l’attività totale della citrato sintasi presente nelle preparazioni 
mitocondriali, poiché i mitocondri in questo campione sono rotti e il substrato nella 
miscela di reazione è prontamente disponibile all'enzima. 
L’attività della citrato sintasi osservata nel campione sospeso nel Buffer di bicina 
rappresenta, invece, l’attività risultante dai mitocondri integri in preparazioni 
mitocondriali isolate[6]. 
 
 
 
3.5.6 Calcolo dell’attività della citrato sintasi 
Dopo aver registrato i valori dell’assorbanza al Wallac 1420 Manager per un tempo 
totale di tre minuti (una lettura ogni 10 secondi), calcoliamo la variazione di 
assorbanza al minuto:  
ΔAbs405 /min = 
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La variazione di assorbanza al minuto si calcola nella porzione lineare della retta. 
L’attività dell’enzima si esprime in unità secondo la seguente formula:  
 
units (µmoli/min) =
                
          
 
 
Dove: 
 V(ml): volume della reazione. Abbiamo eseguito il saggio in una piastra da 96 
pozzetti, dove il volume totale di ciascun pozzetto è di 0,2 ml. 
 ε (mM-1 x cm-1): il coefficiente di estinzione del TNB a 405nm è 12,8. 
 L (cm): cammino ottico per la misurazione di assorbanza. Il cammino ottico nel 
pozzetto è 0,552. 
L’attività specifica è definita come unità per mg di proteine.  
Attraverso l’utilizzo della formula sopra citata, abbiamo calcolato sia l’attività della 
citrato sintasi in preparazioni mitocondriali trattate nel tampone di lisi che nel Buffer di 
Bicina. 
Il rapporto tra l’attività della citrato sintasi nelle preparazioni mitocondriali nel Buffer 
di Bicina e l’attività nelle stesse preparazioni mitocondriali sospese nel tampone di lisi 
(Cell lysis- Sigma) determina la percentuale di mitocondri rotti. 
Il calcolo che abbiamo svolto è riportato nella formula sottostante. 
 
% mitocondri rotti = 
       à                   
       à                    
       
 
Il saggio della citrato sintasi è descritto in maniera più dettagliata nel paragrafo 
Materiali e Metodi (Capitolo 4). 
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CAPITOLO 4- MATERIALI E METODI 
 
 
 
4.1 MATERIALI 
 
Polveri 
L’albumina da siero bovino è stata fornita dalla Sigma Aldrich. La polvere di saccarosio, 
(D+) - Sucrose Biochemica, è stata fornita dalla AppliChem – BioChemical. 
Tutte le altre polveri impiegate per la preparazione delle soluzioni per i saggi della 
solfito ossidasi e citrato sintasi e anche le polveri utilizzate per la preparazione dei 
tamponi di isolamento dei mitocondri, sono state fornite da AppliChem-BioChemical e 
dalla Sigma Aldrich. 
 
Soluzioni 
L'acqua di grado analitico, è stata filtrata mediante l'apparecchio MilliQ (PS 
Whatman®, Millipore Corporation Maid Stone, England).  
Tra i vari tamponi impiegati in questa fase di studio, oltre all’Isolation buffer 
(Saccarosio 250 mM, Hepes 10 mM, EDTA 1mM, H2O MilliQ a volume, pH 7.4 con 
NaOH), abbiamo utilizzato anche la miscela isotonica (Saccarosio 250 mM, Hepes-Tris 
20 mM, portato a volume con H2O milliQ e a ph 7,4 con HCl) come tampone 
d’isolamento per il saggio della solfito ossidasi (La Piana 2007). 
Per il saggio della solfito ossidasi (Cohen) utilizziamo invece Tris HCl 0,1 M, Saccarosio 
250 mM a ph 8,5; e per la citrato sintasi, abbiamo usato un Assay Buffer (Tris HCl 0,1 M 
ph 8), Buffer Bicina 10 mM nell’Assay Buffer e il tampone di lisi Cell lysis Sigma, fornito 
dalla ditta Sigma. 
Il tampone PBS, usato per il lavaggio delle cellule, è stato preparato con Na2HPO4 8,1 
mM, KH2PO4 1,5 mM, NaCl 136,8 mM e KCl 2,7 mM. 
Abbiamo portato a volume con acqua milliQ, e poi a ph 7,4 con NaOH. Prima 
dell’utilizzo abbiamo filtrato con la caffettiera in cappa sterile. 
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Strumenti 
I campioni di mitocondri e tutte le soluzioni utilizzate sono stati in alcuni casi 
omogenate utilizzando un vortex (Velp Scientifica, Italia). 
La determinazione della concentrazione proteica dei campioni mitocondriali è stata 
valutata utilizzando uno spettrofotometro LAMBDA 25 UV/ Vis Systems (Perkin Elmer, 
Usa) controllato dal software LAMBDA 25 (PerkinElmer, Usa). 
Le misure del pH per la preparazione delle soluzioni tampone utilizzate sono state 
eseguite utilizzando un pH-metro modello pH 510 (XS Instruments). 
La concentrazione proteica totale dei campioni di mitocondri è stata valutata mediante 
il dosaggio proteico della Bio – Rad. 
Per l’estrazione di mitocondri da cellule HeLa è stato eseguito un kit commerciale: 
“Mitochondria Isolation kit for profiling cultured cells-Catalog Number MITOISO2" 
della Sigma. [22] 
Nel corso di protocolli d'analisi, la centrifugazione ha previsto l'utilizzo di una 
centrifuga (modello J2 -HS, Beckman), con rotore orizzontale JA 20. 
La rottura delle cellule di fegato di ratto è realizzata tramite strokes (colpi) in 
omogeneizzatore Potter di vetro con pestello in teflon. 
In stanza cellule,  l'osservazione delle cellule HeLa avviene tramite microscopio Leica 
(Leica Microsystems Wetziar GmbH- tipo 090-135.001).La lettura dell’attività della 
solfito ossidasi è fatta attraverso lo spettrofotometro LAMBDA 25 UV/ Vis Systems 
(Perkin Elmer, Usa) controllato dal software LAMBDA 25 (PerkinElmer, Usa), mentre 
l’attività della citrata sintasi è stata valutata attraverso il Wallac 1420 Manager della 
Perkin-Helmer. 
Per la misurazione dell'attività della citrato sintasi usiamo una piastra da 96 pozzetti 
che inseriamo nel Wallac 1420 Manager della Perkin-Helmer. 
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4.2 METODI 
 
 
4.2.1 Estrazione di mitocondri da cellule di fegato di ratto 
 
Protocollo 
1 - Siamo partiti da circa 1 g di fegato di ratto che è stato inserito, a piccoli 
pezzetti, nell’omogeneizzatore potter insieme a circa 5 ml di Isolation buffer 
(buffer di isolamento), precedentemente preparato. L’isolation buffer è 
costituito da Hepes 10 mM, EDTA 1mM, Saccarosio 250mM a ph 7,4. Nel potter 
aggiungiamo inoltre 50 µl di inibitori delle proteasi, che impediscono la rottura 
delle proteine e degli enzimi in frammenti. 
 
2 - Attraverso l’uso di un pestello in teflon abbiamo eseguito un certo numero di 
strokes, cioè di colpi, in modo tale da ottenere l’omogenato. 
 
3 - Abbiamo trasferito l’omogenato in una corex e centrifugato a 1000 giri per 10 
minuti a 4 ° C. Terminata la centrifuga, recuperiamo il sovranatante (S1), che 
viene trasferito in una nuova corex, e risospendiamo il pellet nuclei con circa 3 
ml di Isolation buffer. La sospensione che otteniamo viene trasferita 
nuovamente nell’omogeneizzatore potter, a livello del quale eseguiamo altri 
strokes per migliorare la resa finale dei mitocondri. 
 
4 - L’omogenato ottenuto viene trasferito nella corex e centrifugato a 1000 giri a 
4°C per 10 minuti. 
 
5 - Terminata la centrifuga, preleviamo il sovranatante (S2) e lo aggiungiamo nella 
corex insieme al sovranatante precedente (S1). Centrifughiamo a 9000 giri a 
4°C per 10 minuti, in modo tale da ottenere i mitocondri. 
 
6 - Recuperiamo il sovranatante e sul pellet di mitocondri, aggiungo una certa 
quantità di isolation buffer, coprendo tutto il pellet, senza però risospendere i 
mitocondri. Centrifughiamo a 9000 giri a 4°C per 10 minuti. 
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7 - Al termine della centrifuga, preleviamo il sovranatante e ripetiamo l’azione 
precedente: aggiungiamo una certa quantità di isolation buffer e, senza 
risospendere, centrifughiamo nuovamente a 9000 giri a 4°C per 10 minuti. 
 
8 - Eseguiti i due lavaggi precedenti, risospendiamo i mitocondri con l’isolation 
buffer e a questo punto possono essere utilizzati per gli esperimenti successivi. 
Inizialmente, usiamo la sospensione di mitocondri per il dosaggio proteico. 
 
 
Figura 12. Centrifuga per centrifugazioni differenziali 
 
 
4.2.2 Estrazione di mitocondri da cellule Hela: kit Sigma 
Per quanto riguarda le cellule Hela, diversamente dalla cellule di fegato di ratto, è 
stato testato un kit di isolamento di mitocondri che prevede l’utilizzo di soluzioni 
detergenti. Il kit è già stato testato su cellule: NIH3T3, HeLa, HEK 293T, A431, Hep G2, 
CHO e Jurkat. 
Esso permette un facile e rapido isolamento di una ricca frazione mitocondriale dalle 
cellule. La maggior parte dei mitocondri isolati conterrà le membrane interna ed 
esterna integre. 
L’integrità della membrana esterna può essere misurata osservando l’attività della 
citocromo C ossidasi, mentre l’integrità della membrana interna può essere valutata 
misurando l’attività della citrato sintasi. [22] 
44 
 
Il kit comprende 2 buffer per l’estrazione della proteina mitocondriale ed include 
inoltre uno Storage buffer, cioè un buffer di conservazione da utilizzare con i 
mitocondri intatti. 
  
Componenti: 
I reagenti sono sufficienti per 50 procedure di isolamento da circa 2-5 x 10 
7
 cellule 
(20-50 milioni). 
 Buffer d’estrazione A, 5X 
 Buffer di conservazione, 5X 
 Reagente di lisi cellulare ( CelLytic M) 
 Cocktail di inibitori delle proteasi 
 Soluzione di lisi cellulare 
 Reagente d’estrazione proteica 
 
I mitocondri possono essere facilmente preparati da cellule di mammifero o con un 
semplice metodo di omogeneizzazione o di lisi cellulare con l’uso di un detergente, 
seguito da una centrifugazione a bassa (600 giri) e alta (11000 giri) velocità. 
Il pellet finale rappresenta una frazione mitocondriale grezza che può essere utilizzata 
per ulteriori esperimenti. 
Tutte le procedure di isolamento devono essere eseguite a 2-8° C tenendo le soluzioni 
in ghiaccio. 
 
Preparazione dei mitocondri dalla cellule 
Protocollo: 
1- Le cellule sono state fatte crescere circa alla confluenza del 90%. Siamo partiti 
con circa 25 milioni di cellule.  Inizialmente si fanno due lavaggi con PBS sterile 
(4 ml di PBS in ciascuna fiasca) e si procede alla raccolta delle cellule 
 
2- Le cellule aderenti, come le HeLa, si trattano con tripsina (1 ml in ciascuna 
fiasca), enzima proteolitico utilizzato per staccare le cellule dalla superficie della 
fiasca. Lasciamo ad incubare per 2 minuti alla temperature di 37°C. 
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Dopodiché, in ciascuna fiasca si aggiunge il mezzo di coltura DMEM (4 ml), 
contenente il siero fetale bovino (FBS) al 10% (e penicillina streptomicina 
all’1%), per bloccare l’azione della tripsina. 
Le cellule Hela vengono staccate anche meccanicamente dalle fiasche 
pipettando su e giù e infine trasferiamo tutto il contenuto in una falcon da 15 
ml e centrifughiamo a 600 giri per 5 minuti. 
 
3- Il pellet di cellule viene risospeso in PBS freddo (4 ml) e centrifugato a 600 giri 
per 5 minuti a 4°C. Tolto il sovranatante, ripetiamo un ulteriore lavaggio con 
circa 4 ml di PBS freddo. Si ricentrifuga a 600 giri per 5 minuti a 4 °C. 
 
4- Nel frattempo prepariamo il buffer d’estrazione 1X diluendo 5 volte con acqua 
milliQ, il buffer d’estrazione 5X contenuto nel kit. Prima dell’uso aggiungiamo il 
cocktail di inibitori delle proteasi (1:100). Inoltre prepariamo il buffer di lisi 
cellulare con il reagente di lisi cellulare (1:200) e il buffer di estrazione 1X. 
 
5- Al termine della centrifugazione, tolto il sovranatante, risospendiamo il pellet di 
cellule aggiungendo 2 ml di buffer di lisi cellulare, fino ad ottenere una 
sospensione uniforme.  
 
6- Incubiamo in ghiaccio per 5 minuti (non di più) cercando di sospendere bene il 
campione pipettando su e giù almeno una volta ogni minuto. 
 
7- Al termine dei 5 minuti, aggiungiamo due volumi del buffer d’estrazione e 
centrifughiamo a 1000 giri per 10 minuti a 4 °C. 
 
8- Prelevato il sovranatante, lo trasferiamo in una corex nuova; sul pellet nuclei 
ripetiamo l’operazione eseguita sul pellet di cellule iniziale, riducendo il volume 
di buffer di lisi e anche del buffer di estrazione. Quindi aggiungiamo 1 ml di 
buffer di lisi e incubiamo in ghiaccio per 5 minuti sospendendo il campione nel 
modo migliore, pipettando su e giù ad ogni minuto. Infine aggiungiamo 2 ml di 
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buffer di estrazione e centrifughiamo a 1000 giri per 10 minuti a 4°C. Si ripete 
questa operazione sul pellet nuclei per aumentare la resa di mitocondri. 
 
9- Al termine della centrifuga, togliamo il sovranatante e lo trasferiamo nella corex 
nuova insieme all’altro sovranatante. Centrifughiamo  a 11000 giri per 10 
minuti a 4 °C. 
 
10- Togliamo con attenzione il sovranatante e sul pellet mitocondri aggiungiamo, 
senza sospendere, storage buffer 1X (buffer di conservazione) per far rimanere 
intatti i mitocondri. Abbiamo precedentemente preparato lo storage buffer 1X 
diluendo di 5 volte lo storage buffer 5X con acqua milliQ. Centrifughiamo a 
11000 giri per 10 minuti a 4 °C. 
 
11- Prelevato il sovranatante, sospendiamo il pellet mitocondri aggiungendo 150-
250 µl di storage buffer 1X. La sospensione di mitocondri viene in seguito 
utilizzata per lo svolgimento degli esperimenti successivi. 
 
 
 
 4.2.3  Dosaggio proteico DC della Bio – Rad 
Il dosaggio proteico DC della Bio-Rad è un saggio colorimetrico effettuato per 
determinare la concentrazione delle proteine; l’esperimento prevede l’utilizzo di tre 
reagenti: REAGENT A, REAGENT B e REAGENT S. 
Il metodo si basa su una reazione tra le proteine, la soluzione contenente ioni rameici 
(REAGENT A) e il reagente di Folin (REAGENT B). Come nel metodo di Lowry, il saggio 
è costituito da due passaggi fondamentali che portano allo sviluppo di un colore blu: 
la reazione tra le proteine e gli ioni rameici in soluzione alcalina e la successiva 
riduzione del reagente di Folin da parte delle proteine complessate con gli ioni 
rameici. 
Lo sviluppo di colore è dovuto principalmente agli amminoacidi tirosina e triptofano e 
in misura minore alla cisteina e istidina; le proteine riducono il reagente di Folin 
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provocando la perdita di uno, due o tre atomi di ossigeno, si ottengono così una o più 
specie ridotte di colore blu con assorbanza a 750 nm. L’intensità del colore è 
proporzionale alla concentrazione di proteine nel campione.  
Per valutare la concentrazione proteica del campione incognito è necessario realizzare 
una retta di taratura utilizzando come standard l'albumina sierica bovina (BSA) a 
concentrazione nota. 
Questo saggio viene eseguito sia sulla frazione mitocondriale estratta da cellule di 
fegato di ratto, che su quella estratta dalle cellule HeLa. 
 
Protocollo 
Inizialmente è stata preparata una retta di taratura, realizzata in doppio, con il bianco e 
gli standards di albumina a concentrazione crescente. 
 
 
 
 Buffer di isolamento 
mitocondri ( µl) 
BSA 
(µl) 
BSA (µg/µl) nel buffer di 
isolamento mitocondri ( 2 mg/ml) 
BSA 
(µg) 
Bianco 20 / 0 0 
1 17 3 0,3 6 
2 14 6 0,6 12 
3 8 12 1,2 24 
4 2 18 1,8 36 
5 / 20 2 40 
Tabella 1.Protocollo dosaggio proteico DC Bio-rad 
 
I campioni di mitocondri delle cellule HeLa a concentrazione incognita sono stati 
diluiti 1:4 (5 μL di campione “mito” e 15 μL di Storage buffer, buffer di conservazione) 
e sono stati realizzati in singolo. Mentre i campioni di mitocondri delle cellule di 
fegato di ratto sono stati diluiti 1: 10 (2 µl di campione “mito” e 18 µl di buffer di 
isolamento dei mitocondri). 
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Al bianco, agli standards e ai campioni sono stati aggiunti 100 μL della soluzione A* 
(20 μL di REAGENTE S con 1000 μL di REAGENTE A) e 800 μL di REAGENTE B, 
vortexando dopo l'aggiunta di ciascuna soluzione.  
I campioni della retta di taratura e quello incognito sono stati lasciati in incubazione 
per 30 minuti a temperatura ambiente e successivamente è stata letta l'assorbanza dei 
campioni mediante spettrofotometro UV/Vis, alla lunghezza d'onda di 750 nm. 
Dall'equazione della retta (y = mx) è stata ricavata la concentrazione del campione 
incognito risolvendo l'equazione in figura 13. 
 
                                 
                     
                          
  
  
 
 
Figura 13. 
 
 
 
 
4.3 SAGGI PER LA DETERMINAZIONE DELL’INTEGRITÀ DELLE MEMBRANE 
MITOCONDRIALI 
Al fine di ottenere informazioni precise sulla percentuale di mitocondri danneggiati 
presenti nelle nostre preparazioni mitocondriali, conduciamo due test di integrità 
basati sulla valutazione dell’attività di due enzimi: la solfito ossidasi (Sox) e la citrato 
sintasi. 
La maggior parte dei mitocondri isolati conterrà le membrane esterna e interna intatte. 
L’integrità della membrana esterna può essere misurata attraverso l’osservazione 
dell’attività della solfito ossidasi; mentre l’integrità della membrana interna viene 
scoperta attraverso la misurazione dell’attività della citrato sintasi. 
 
 
4.3.1 Saggio Solfito Ossidasi (La Piana 2007) 
L’integrità della membrana esterna dei mitocondri viene misurata attraverso 
l’osservazione dell’attività della solfito ossidasi. 
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Dopo l’estrazione dei mitocondri dal fegato di ratto e dalle cellule HeLa, procediamo 
con la preparazione della miscela isotonica in cui sospendere i mitocondri appena 
estratti. 
Protocollo: 
1- In una eppendorf, incubiamo i mitocondri appena estratti a temperatura 
ambiente, alla concentrazione di 1 µg/µl (1mg/ml) in miscela isotonica, 
contenente Hepes-Tris 20 mM, Saccarosio 250 mM, a ph 7,4 e Rotenone 6 µM 
(concentrazione finale nella cuvetta). Il rotenone blocca il complesso I (NADH-
deidrogenasi) della catena respiratoria nei mitocondri e quindi previene 
l'ossidazione del citocromo-c. 
 
2- Prepariamo una soluzione di citocromo-c a concentrazione iniziale di 3 mM 
nella miscela isotonica (Hepes-Tris 20 mM, Saccarosio 250 mM a ph 7,4). 
Inoltre, sempre nella stessa miscela isotonica, prepariamo una soluzione di KCN 
a concentrazione iniziale di 100 mM e di antimicina A 0,5 mM. 
 
3- Aggiungiamo una quantità (µl) di queste soluzioni nella miscela isotonica in 
modo tale che la loro concentrazione finale nella cuvetta da 1 ml sia 30 µM per 
il citocromo-c, 1 mM per KCN e 1,5 µM per l’antimicina A. In questo modo, 
otteniamo la miscela isotonica completa. La soluzione di KCN serve per 
impedire la riossidazione del citocromo-c ad opera della Cox; mentre la 
soluzione di antimicina agisce mediante l'inibizione della DPNH-citocromo c-
reduttasi, fermento che interviene nella catena respiratoria catalizzando la 
riduzione del citocromo c. 
 
4- Successivamente, preleviamo 50-100 µl della sospensione di mitocondri dalla 
eppendorf, e li aggiungiamo alla cuvetta di lettura, contenente già 900-950 µl 
della miscela isotonica completa. 
 
5- In seguito, prepariamo una soluzione di Na2SO3 nella miscela isotonica (Hepes-
Tris 20 mM e saccarosio 250 mM a pH 7,4) a concentrazione iniziale di 100mM 
e una soluzione di sodio deoxicolato (Deox) al 5% nella miscela isotonica. 
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6- Infine, nella cuvetta, aggiungiamo una quantità (µl) di solfito e di sodio 
deoxicolato in modo tale che la loro concentrazione finale sia rispettivamente 
di 0,4 mM e 0,1%. 
Il sodio deossicolato è un detergente che provoca una immediata e completa 
lisi o dissolvimento dei mitocondri e libera tutta l’attività della Sox 
intermembrana, che può catalizzare la riduzione del citocromo-c alla massima 
velocità. 
 
7- L’attività della solfita ossidasi viene misurata spettrofotometricamente a 548 
nm, per 5 minuti con una lettura ogni 10 secondi. 
 
Leggendo l’assorbanza allo spettrofotometro, dopo l’aggiunta del deoxicolato la 
soluzione della cuvetta diventa più limpida; questo mi indica che i mitocondri si sono 
rotti e l’assorbanza è più bassa in quanto la soluzione da torbida diventa più 
trasparente. 
 
 
 
4.3.2 Saggio della Solfito Ossidasi (Cohen 1970/1972) 
L’integrità della membrana esterna dei mitocondri viene misurata attraverso 
l’osservazione dell’attività della solfito ossidasi.  [3] [4] 
Dopo l’estrazione dei mitocondri dal fegato di ratto e dalle cellule HeLa, procediamo 
con la preparazione della miscela isotonica in cui sospendere i mitocondri appena 
isolati. 
 
Protocollo: 
1- La miscela isotonica usata per la sospensione dei mitocondri è costituita da: 
Tris HCl 0,1 M, Saccarosio 250 mM a pH 8,5. I mitocondri vengono incubati a 
temperatura ambiente, alla concentrazione di 1 µg/µl (1mg/ml) in miscela 
isotonica, precedentemente preparata. 
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2- In seguito, prepariamo alcune soluzioni per lo svolgimento del saggio: 
 EDTA 10 mM nella miscela isotonica 
 KCN 100 mM nella miscela isotonica 
 Na2SO3 100 mM nella miscela isotonica 
 Citocromo-c 3 mM nella miscela isotonica  
 Sodio deoxicolato (Deox) nella miscela isotonica 
 
3- In una cuvetta da 1 ml aggiungiamo 906 µl di miscela isotonica costituita da 
Tris- HCl 0,1 M ph 8.5. 
 
4- Successivamente, aggiungiamo 10 µl di EDTA 10 mM in modo tale che la sua 
concentrazione finale nella cuvetta diventi 0,1 mM; inoltre, mettiamo 5 µl di 
KCN 100 mM. La sua concentrazione finale sarà di 0,5 mM. 
 
5- Sempre nella stessa cuvetta, aggiungiamo 17 µl di soluzione di citocromo- c 3 
mM, in modo tale che la sua concentrazione finale nella cuvetta diventi 50 µM. 
Preleviamo 50 µl di sospensione di mitocondri dalla eppendorf e li 
aggiungiamo alla cuvetta. 
 
6- In seguito, aggiungiamo 16 µl di sodio deoxicolato al 5% nella miscela 
isotonica, in modo tale che la sua concentrazione finale sia dello 0,08 %. 
Questa concentrazione finale è stata ottenuta sia durante lo svolgimento del 
saggio nelle preparazioni mitocondriali isolate dalle cellule HeLa che con i 
mitocondri estratti  delle cellule di fegato di ratto.  
 
7- Infine mettiamo 4 µl di Na2SO3, in modo tale da raggiungere la concentrazione 
finale di 0,4 mM. 
 
8- L’attività della solfito ossidasi, in questo caso, viene misurata allo 
spettrofotometro, alla lunghezza d'onda di 548 nm, per 5 minuti facendo una 
lettura ogni 10 secondi. 
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Il saggio di Cohen differisce da quello di La Piana del 2007 per quanto riguarda le 
caratteristiche della miscela isotonica in cui sospendere i mitocondri appena estratti: 
nel saggio di La Piana si utilizza una miscela isotonica costituita da Hepes- Tris 20 mM, 
saccarosio 250 mM e rotenone 6 µM a pH 7.4; mentre nel saggio di Cohen la miscela 
isotonica costituita da Tris HCl 0,1 M, ha un ph più basico di 8,5. Secondo Cohen, il pH 
ottimale con cui la solfito ossidasi catalizza la reazione di riduzione del citocromo-c, 
trasferendogli elettroni dal solfito (che diventa solfato), è 8,5.  [3] 
Per questo motivo il saggio prevede l’uso di una miscela più basica. 
Abbiamo eseguito il saggio due volte; nel primo caso abbiamo aggiunto nella cuvetta 
prima il sodio deoxicolato e poi successivamente il solfito (Prova 1). Mentre nel 
secondo caso abbiamo aggiunto per primo il solfito (Prova 2), ottenendo dei risultati 
leggermente diversi che sono descritti nel capitolo 5 (Risultati e discussione). 
 
 
4.3.3 Saggio della citrato sintasi (Shepherd- Garland) 
Per valutare l’integrità della membrana mitocondriale interna, si esegue un saggio di 
valutazione dell’attività della citrato sintasi, che si trova nella matrice mitocondriale ed 
è l’enzima iniziale del ciclo di Krebs.  
L’attività della citrato sintasi viene misurata in preparazioni mitocondriali appena 
estratte; quindi procediamo con la preparazione delle soluzioni con cui sospendere i 
mitocondri appena estratti.  [6] 
Il saggio viene testato sia su mitocondri isolati da cellule di fegato di ratto che da 
cellule HeLa. 
 
Protocollo: 
1- Inizialmente prepariamo una soluzione di Tris HCl 0,1 M a pH 8. Procediamo 
con la preparazione delle soluzioni utilizzate per risospendere i mitocondri 
appena estratti dalle cellule: Bicina 10 mM nel Tris HCl 0,1 M a pH 8 e il 
tampone di lisi (Cell lysis). In realtà questo non viene preparato ma viene 
fornito dalla ditta Sigma.  
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2- Determinata la concentrazione dei mitocondri estratti, attraverso il dosaggio 
proteico, li sospendiamo in tot µl di tampone di lisi e di Buffer di Bicina in 
modo tale da avere una concentrazione finale di 2 µg/µl (mg/ml). Quindi 
avremo due eppendorf: in una i mitocondri sospesi nel tampone di lisi e nella 
seconda sospesi nel Buffer di Bicina. 
 
3- In seguito, prepariamo le soluzioni necessarie per lo svolgimento del saggio: 
 DTNB 10 mM in EtOH assoluto 
 AcetilCoA 5 mM in H2O milli Q 
 Acido oxalacetico 50 mM nel Tris- HCl 0,1 M ph 8 
 
4- In un pozzetto della piastra, aggiungiamo 182,5 µl di Tris- HCl 0,1 M ph 8. 
Dopo mettiamo 2 µl di DTNB 10 mM, che avrà concentrazione finale nel 
pozzetto (200 µl) di 0,1 mM. Inoltre aggiungiamo 2 µl di AcetilCoA 5 mM; la 
sua concentrazione finale nel volume totale del pozzetto sarà di 0,05 mM. 
Monitoriamo l’assorbanza della soluzione a 405 nm per un paio di minuti, per 
misurare la linea di base, i livelli endogeni di tioli e una possibile attività delle 
deacetilasi.  
 
5- Procediamo con l’aggiungere 12,5 µl del campione di mitocondri: il saggio 
viene svolto in duplicato in quanto prima testiamo l’attività della citrato sintasi 
in mitocondri sospesi nel tampone di lisi, e successivamente eseguiamo il 
saggio con la sospensione di mitocondri nel Buffer di Bicina. 
 
6- Infine, mettiamo nel pozzetto 1 µl di acido oxalacetico 50 mM, in modo tale 
che la sua concentrazione finale sia di 0,25 mM. 
 
7- L’attività della citrato sintasi viene misurata ad una lunghezza d’onda di 405 
nm, per 3 minuti con 19 letture totali (una ogni 10 secondi). In questo caso si 
usa il Wallac 1420 Manager con la piastra specifica con 96 pozzetti. 
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CAPITOLO 5 - RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
Lo studio riportato da questo lavoro di tesi rientra nel progetto italiano mt-HPP che fa 
parte dello studio ad ampio raggio della Human Proteomic Organization(HUPO): il 
chromosome-centric Human Proteome Project (c-HPP). Il c-HPP ha come scopo quello 
di caratterizzare le proteine codificate dai 24 cromosomi nucleari entro il 2022. 
L’iniziativa del mt-HPP è guidata dall’Italian Proteomics Association (ItPA), società di 
cui fa parte il nostro laboratorio, ed ha l’obiettivo di integrare il c-HPP con la 
caratterizzazione delle proteine codificate dal DNA mitocondriale (mtDNA). Infatti 
molte delle proteine codificate a livello nucleare giocano un ruolo importante nella 
patofisiologia mitocondriale, ed interagiscono con altre proteine codificate dal 
mtDNA. 
Pertanto, la correlazione funzionale e patologica delle proteine mitocondriali con 
quelle mitocondriali ma codificate dal nucleo rientra nelle finalità del progetto mt-
HPP. 
In particolare, il progetto mt-HPP si pone l’obiettivo di identificare le proteine 
mitocondriali totali di un tipo cellulare e verificare la bontà di differenti protocolli di 
estrazione dei mitocondri. 
La validità dei protocolli di arricchimento mitocondriale viene stimata, oltre che in base 
alla resa quantitativa a partire da un certo numero di cellule, anche in base a 
valutazioni qualitative quali la misurazione della funzionalità dei mitocondri attraverso 
saggi enzimatici. Storicamente, le attività massimali di enzimi chiave dei mitocondri 
sono state ampiamente utilizzate come indici di funzionalità mitocondriale. 
Vengono frequentemente misurate le attività della citrato sintasi, marker enzimatico di 
matrice, e della solfito ossidasi, enzima presente nello spazio intermembrana del 
mitocondrio, per mezzo di saggi spettrofotometrici, i quali sono vantaggiosi quando si 
hanno disponibilità limitate di tessuto o cellule. Ovviamente non è probabile che un 
singolo enzima possa accuratamente riflettere la funzionalità complessiva di un 
importante organello quale il mitocondrio. 
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La misurazione di queste attività enzimatiche fornisce però, per i nostri obiettivi, dati 
utili ad effettuare una valutazione di uno specifico protocollo di arricchimento 
mitocondriale, in base all’integrità e all’efficienza dei mitocondri estratti.  
I mitocondri sono stati estratti da fegato di ratto e da cellule epiteliali HeLa utilizzando 
due protocolli simili, entrambi basati su una sequenza di centrifugazioni differenziali, 
che differiscono per il metodo di rottura cellulare. 
Il tessuto è stato rotto con omogeneizzazione meccanica, mentre le cellule HeLa con 
l’utilizzo di un detergente di lisi. Chiaramente la resa proteica è risultata maggiore nel 
caso del fegato di ratto rispetto alle cellule. 
Per un grammo circa di tessuto abbiamo ottenuto 17 mg di proteine, mentre nel caso 
delle HeLa la resa è stata di circa 0,25 mg partendo da 25 milioni di cellule.  
Sui mitocondri appena isolati, abbiamo misurato l’attività enzimatica della citrato 
sintasi e della solfito ossidasi.  
L’attività della citrato sintasi viene misurata per via spettrofotometrica con il metodo di 
Shepherd e Garland del 1969, basandosi sull’assorbimento a 405 nm del prodotto TNB 
(thionitrobenzoic acid) che, in presenza di concentrazioni saturanti dei substrati 
acetilcoA, oxalacetato e DTNB (dithionitrobenzoic acid), è funzione dell’attività 
dell’enzima. 
Una unità enzimatica viene definita come la quantità che in queste condizioni 
sperimentali catalizza la sintesi di 1 micromole di citrato al minuto a 25°C. L’attività 
specifica è definita come unità per mg proteine. 
La sospensione mitocondriale ottenuta dopo l’estrazione viene divisa in due aliquote, 
che una volta centrifugate per rimuovere il sovranatante vengono sospese in due 
buffer diversi, una nel buffer bicina il quale mantiene i mitocondri integri, l’altra nel 
tampone di lisi della Sigma che contiene un detergente.  
La situazione osservata nei mitocondri provenienti dal fegato è quella nelle figure 14 e 
15 (pagina 56). 
L’attività specifica dei mitocondri in bicina è 0.037 unità/mg proteine. 
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Risulta abbastanza bassa dal momento che i mitocondri si trovano in un tampone 
senza detergenti, quindi l’unica attività deriva dai mitocondri rotti durante la 
procedura di estrazione. 
Una bassa attività enzimatica è indice di integrità della membrana mitocondriale 
interna. L’attività specifica dei mitocondri nel tampone di lisi è circa 0.225 unità/mg e 
dovrebbe essere quella massima misurata se il tampone riuscisse a solubilizzare tutti i 
mitocondri. Il rapporto tra l’attività della citrato sintasi nei mitocondri in bicina e 
l’attività negli stessi mitocondri sospesi nel tampone di lisi fornisce la percentuale di 
mitocondri rotti, che nel nostro caso è il 16,2%.  
 
 
Figura 14 
 
 
Figura 15 
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Per quanto riguarda le cellule HeLa, la misurazione dell’attività della citrato sintasi è 
riportata nei grafici assorbanza/tempo (figure 16 e 17). 
L’attività specifica della citrato sintasi nei mitocondri in bicina si aggira, anche in 
questo caso, intorno a 0,03 unità/mg proteine, mentre l’attività nei mitocondri lisati è 
0,18 unità/mg proteine.  
Il rapporto tra le due attività fornisce una percentuale di mitocondri rotti del 16%. 
Il risultato è simile a quello ottenuto con i mitocondri di fegato e ciò permette di 
osservare che i protocolli di arricchimento mitocondriale utilizzati sono comparabili in 
quanto a integrità della membrana mitocondriale interna.  
 
 
Figura 16 
 
 
Figura 17 
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L’integrità dei mitocondri è un parametro fondamentale quando si stima la 
funzionalità di mitocondri isolati. 
La membrana esterna viene facilmente danneggiata durante le procedure di 
omogeneizzazione, e la sua permeabilità può essere stimata seguendo il rilascio 
all’esterno di enzimi e composti presenti nello spazio intermembrana, come l’enzima 
solfito ossidasi. 
La reazione catalizzata dalla Sox (solfito ossidasi) è stata osservata con Na2SO3, 
substrato libero di permeare la membrana, e utilizzando come accettore di elettroni il 
citocromo C che invece non è capace di permeare. 
Quindi, l’attività enzimatica può essere osservata se il citocromo C è reso capace di 
attraversare la membrana, o se l’enzima viene rilasciato fuori dai mitocondri, o 
entrambi.  
Abbiamo utilizzato due protocolli diversi, che differiscono per alcune variabili. 
Il protocollo La Piana (2007) prevede l’utilizzo di mitocondri sospesi in una soluzione 
Hepes Tris 20 mM pH 7.4, saccarosio 250 mM e rotenone 6 uM. 50-100 ug di 
mitocondri vengono successivamente aggiunti alla cuvetta di dosaggio contenente la 
miscela isotonica, citocromo C 30 uM, antimicina A 1.5 uM e KCN 1 mM. 
È stato poi aggiunto Na2SO3 0.4 mM e infine deoxicolato 0.1%.  
Prima di mettere il deoxicolato, l’attività della solfito ossidasi nei mitocondri 
provenienti dal fegato di ratto corrisponde a 5,1 nmoli di citocromo C ridotto/min per 
mg di proteine ed è l’attività dovuta alla percentuale di mitocondri con la membrana 
esterna danneggiata. 
Dopo la rottura della membrana grazie al deoxicolato, l’attività della Sox risulta 33,5 
nmoli di citocromo C ridotto/min per mg proteine. 
Considerando il rapporto tra le due attività, troviamo che la percentuale di mitocondri 
danneggiati è il 15% quindi un 85% della nostra preparazione, in base a questo 
protocollo, contiene mitocondri con la membrana esterna integra.  
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Figura 18 
 
 
Figura 19 
 
Per quanto riguarda le cellule HeLa, utilizzando questo protocollo, non abbiamo 
ottenuto differenze evidenti in quanto a variazione di assorbimento a 548 nm, né con 
mitocondri integri, né con mitocondri rotti. 
L’unica variazione osservata è stata la diminuzione di assorbimento in seguito 
all’aggiunta del deoxicolato che, solubilizzando le membrane, rende la sospensione 
più limpida. 
Abbiamo provato, a fine esperimento, ad aggiungere i substrati in quantità maggiori 
per capire se uno di essi fosse un fattore limitante la velocità di reazione. 
0,52 
0,53 
0,54 
0,55 
0,56 
0,57 
0,58 
0,59 
0,6 
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 
A
b
s 
@
 5
4
8
 n
m
 (
O
D
) 
Tempo (secondi) 
Solfito ossidasi fegato (mitocondri integri) 
0,55 
0,57 
0,59 
0,61 
0,63 
0,65 
0,67 
0,69 
0,71 
0,73 
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 
A
b
s 
@
 5
4
8
 n
m
 (
O
D
) 
Tempo (secondi) 
Solfito ossidasi fegato (mitocondri rotti) 
60 
 
Nonostante l’aggiunta di solfito, citocromo C e deoxicolato, per le HeLa non ci sono 
stati cambiamenti nell’assorbimento e quindi nessuna o minima attività della Sox. 
   
Figura 20 
 
 
Figura 21 
 
La situazione osservata nei mitocondri delle cellule HeLa ci ha portato a verificare, 
cercando in letteratura, l’esistenza di problematiche nel metodo di dosaggio 
enzimatico della solfito ossidasi. Un articolo del 1970 (Cohen and Fridovich) sulla 
purificazione e le proprietà dell’enzima epatico solfito ossidasi riporta che la reazione 
tra solfito e citocromo C catalizzata dalla Sox è ottimale a pH 8.5 e che l’attività 
dell’enzima diminuisce in modo considerevole sotto pH 7.2. 
0,53 
0,535 
0,54 
0,545 
0,55 
0,555 
0,56 
0 20 40 60 80 100 120 
A
b
s 
@
 5
4
8
 n
m
 (
O
D
) 
Tempo (secondi) 
Solfito ossidasi HeLa (mitocondri integri) 
0,46 
0,465 
0,47 
0,475 
0,48 
0,485 
0,49 
0 10 20 30 40 50 60 
A
b
s 
@
 5
4
8
 n
m
 (
O
D
) 
Tempo (secondi) 
Solfito ossidasi HeLa (mitocondri rotti) 
61 
 
Ci siamo quindi posti nelle condizioni ritenute migliori per questo dosaggio: i 
mitocondri sono stati sospesi in Tris HCl 0.1 M pH 8.5 e saccarosio 250 mM e la 
misurazione è avvenuta in cuvetta in presenza di KCN 0.5 mM, EDTA 0.1 mM, 
citocromo C 50 uM. È stato poi aggiunto solfito 0.4 mM e deoxicolato 0.08%.  
Questo protocollo sperimentale è stato effettuato sia sui mitocondri di fegato che sui 
mitocondri della HeLa.  
 
 
Figura 22 
 
 
Dopo aver aggiunto il solfito e prima di mettere il deoxicolato, abbiamo osservato 
assorbimenti stabili nel tempo (le piccole oscillazioni sono dovute alla torbidità della 
sospensione). 
Calcolando le nmoli di citocromo che si riducono al min per mg di proteine, troviamo 
un valore di 4,2. 
Dopo il deoxicolato, si riducono 65,8 nmoli di citocromo C al min per mg proteine, un 
valore più elevato di attività enzimatica rispetto al protocollo La Piana.  
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Figura 23 
 
Calcolando il rapporto tra le due attività, emerge che la nostra preparazione 
mitocondriale presenta il 93,6% di mitocondri con la membrana esterna intatta. 
È stata fatta anche una prova aggiungendo alla cuvetta di dosaggio, contenente una 
quantità di mitocondri uguale alla prova precedente (50 ug), prima il deoxicolato, poi il 
solfito ed abbiamo riscontrato i valori in figura 24. 
 
 
Figura 24 
 
L’enzima arriva a saturazione in un tempo maggiore e le nmoli di citocromo C che si 
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stessa quantità di mitocondri ma rendendo il solfito immediatamente accessibile 
all’enzima, misuriamo un’attività maggiore della Sox. 
Ciò può essere dovuto ad un consumo del solfito nel tempo e quindi ad una ridotta 
disponibilità del substrato da parte dell’enzima quando aggiunto prima. 
Il protocollo Cohen testato sui mitocondri estratti dalle cellule HeLa non ha mostrato 
risultati diversi da quelli ottenuti con il protocollo La Piana. La variazione di assorbanza 
è nulla o minima e può essere influenzata da molti fattori. In questo caso, vista anche 
la minore resa di mitocondri da cellule, abbiamo eseguito subito la prova con il 
deoxicolato per misurare l’attività massima dell’enzima. 
 
 
Figura 25 
 
La spiegazione per cui nei mitocondri estratti dalle HeLa non misuriamo nessuna 
attività della solfito ossidasi può trovarsi in letteratura. 
Nell’articolo [15], viene esaminata l’espressione del gene della solfito ossidasi in tessuti 
umani e di ratto. 
Viene osservato che nell’uomo fegato, reni, muscoli scheletrici, cuore, placenta e 
cervello presentano una sostanziale espressione dell’enzima; invece timo, milza, 
leucociti del sangue periferico, colon, piccolo intestino e polmone presentano una 
bassa espressione nell’uomo. 
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Nel ratto, il segnale maggiore è nel fegato. Il tessuto uterino da cui derivano le HeLa 
non è contemplato nello studio ma potrebbe essere correlabile al tessuto del piccolo 
intestino, in quanto formati entrambi da cellule epiteliali. 
La ridotta espressione del gene della Sox in determinati tessuti potrebbe spiegare i 
risultati ottenuti per le HeLa.  
In un ulteriore articolo [16], viene dimostrato che l’enzima segue una complessa 
maturazione, che include un trasporto nel mitocondrio e il processamento, l’inclusione 
dei due gruppi prostetici, il cofattore Molibdeno e l’heme, nonché la 
omodimerizzazione. 
Senza il molibdeno sembra che la Sox rimanga nel citosol poiché non viene 
trasportata nel mitocondrio. Quindi il molibdeno risulta essenziale per la maturazione 
dell’enzima e la sua localizzazione all’interno del mitocondrio. 
Poiché nel mezzo di coltura utilizzato per le cellule HeLa non è presente il molibdeno, 
può accadere che l’enzima sintetizzato nel citosol (se il gene viene espresso) non 
subisca il legame del cofattore e quindi non raggiunga la completa maturazione.  
 
Possiamo concludere che i protocolli di arricchimento mitocondriale da noi utilizzati 
permettono una conservazione delle membrane mitocondriali esterna ed interna 
integre ed una corretta funzionalità mitocondriale. 
Per quanto riguarda l’enzima solfito ossidasi, emergono alcune problematiche circa la 
sua espressione nei tessuti e la dipendenza della sua maturazione dal cofattore 
molibdeno, quindi il suo dosaggio per valutare la funzionalità del mitocondrio non è 
universale per tutti i materiali di partenza. 
Questi dati quantitativi e qualitativi confluiranno nel progetto mt-HPP, che si propone 
di individuare i migliori protocolli di purificazione dei mitocondri e raggiungere una 
più ampia identificazione di proteine mitocondriali.  
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